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DESCRIPCION
Derivacion y autorrenovacién de células Isl1™ y usos de las mismas
Campo técnico

La presente invencion se refiere, entre otros, a métodos para derivar células Isl1* multipotentes (es decir, a métodos
para inducir a una célula a entrar en un linaje Isl1™ multipotente) y a métodos para diferenciar células Isl1™ en células
cardiacas. En el presente documento también se dan a conocer células que pueden obtenerse mediante tales
métodos, kits y composiciones para llevar a cabo los métodos segun la invencion, y también aplicaciones médicas
de dichas células.

Técnica anterior

El recambio de cardiomiocitos es bajo en el corazén adulto, pero puede aumentar durante la isquemia a través de
regulacion por incremento de células progenitoras cardiacas multipotentes positivas para Islet-1 (Isl1*) o positivas
para C-Kit (C-Kit+) (Genead et al., PlosOne 7, e36804 (2012)). La regulacién por incremento de células progenitoras
enddgenas no es suficiente para reemplazar la musculatura dafada después de un dafo isquémico sustancial,
dando como resultado insuficiencia cardiaca. Un enfoque atractivo para prevenir el desarrollo de insuficiencia
cardiaca seria proporcionar células progenitoras que puedan reparar el dafo tisular en el corazén. Estas células
progenitoras deben poder dar lugar a cardiomiocitos, células de musculo liso, células nerviosas y endotelio. Las
células Isl1* tienen esta capacidad y forman 2/3 del corazon en desarrollo, incluyendo el nodo sinoauricular (SA),
parte del nodo auriculoventricular (AV), la auricula derecha, el ventriculo derecho, la aorta proximal, el tronco de las
arterias pulmonares y partes proximales de las arterias coronarias (Lam et al., Pediatr. Cardiol 30, 690 (2009)).

Sin embargo, una limitacién considerable en el uso de estas células progenitoras para la medicina regenerativa se
refiere a la dificultad de expandir poblaciones de células progenitoras clonales bien caracterizadas, o bien de tejido
humano adulto o bien de tejidos de células madre fetales/embrionarias. En un estudio anterior, Laugwitz y
colaboradores demostraron que era posible expandir células Isl1™ posnatales de ratones transgénicos si se
cultivaban conjuntamente con células alimentadoras mesenquimatosas cardiacas (Laugwitz et al., Nature 433, 647
(2005)).

Los documentos WO 2010/011352 y US 2011/305672 describen métodos para la generacién y el mantenimiento de
progenitores multipotentes Isl1* (IMP) derivados de mesodermo, composiciones de los mismos y métodos para
producir una variedad de células progenitoras multipotentes. Domogatskaya y colaboradores dan a conocer que
diferentes isoformas de laminina tienen un impacto diferente sobre la renovacion de células madre (Domogatskaya
et al., en: “Stem Cells” (Alphamed Press Inc., Estados Unidos), 2008, vol. 26, n.® 11, paginas 2800-2809. El
documento WO 2005/046596 da a conocer composiciones que comprenden lamininas y agonistas de wnt.

Por tanto, existe una gran necesidad en la técnica de métodos que permitan eficazmente la formacion de
progenitores cardiovasculares y el mantenimiento y la expansion de estos progenitores cardiovasculares en un
estado multipotente para permitir la generacién de un conjunto diverso de linajes cardiacos. Un método deseado
permitiria la produccién y posterior expansion ilimitada de progenitores que puedan entrar en diferentes linajes
cardiacos. Tal método es altamente deseable ya que evitara muchos de los problemas relacionados con el rechazo
de tejidos comUnmente asociado con las terapias de trasplante, y en general proporcionara estrategias alternativas
de medicina regenerativa y mejorara los resultados de tratamiento para pacientes que padecen una variedad de
trastornos cardiacos y cardiovasculares.

Sumario de la invencion

Por tanto, un objeto de la presente invencion es superar los problemas identificados anteriormente y satisfacer las
necesidades existentes en la técnica, es decir, proporcionar una derivacion facil y eficaz de células Isl1*
multipotentes usando métodos claramente definidos y altamente controlables. Ademas, la presente invencion
permite no solo la derivacion eficaz de células Isl1™ multipotentes, sino también la autorrenovacion y proliferacion
sustancialmente indefinidas (es decir, expansion clonal) de dichas células Isl1* multipotentes, asi como la
diferenciacion celular, por ejemplo para dar lugar a tejido cardiaco. Las células que pueden obtenerse usando los
métodos segun la presente invencion son muy adecuadas para diversas aplicaciones clinicas y muestran fuerte
capacidad de direccionamiento a tejidos y sitios de interés, por ejemplo, tejido cardiaco después de la diferenciacion
en cardiomiocitos. Especificamente, las células Isl1™ que se han diferenciado en tejido cardiaco, usando los métodos
de derivacion y diferenciacion segun la presente invencion, se dirigen intensamente a regiones infartadas
(isquémicas) del corazén, donde se alargan y se disponen en paralelo con los cardiomiocitos circundantes.

La presente invencion se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Por tanto, en un primer aspecto, la
presente invencion se refiere a métodos para derivar células Isl1* multipotentes (es decir, a métodos para inducir a
una célula a entrar en un linaje Isl1™ multipotente). Tales métodos pueden comprender la etapa de cultivar una célula
mesenquimatosa (también conocida como célula madre mesenquimatosa (MSC)), por ejemplo, una célula
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procedente de una fraccion de células mesenquimatosas, en presencia de al menos una laminina que comprende
una cadena a5 (la cadena a5 esta representada por la SEQ ID No 3), y en un medio que comprende al menos un
agente que activa la ruta canénica de Wnt, y continuar cultivando el cultivo celular durante un periodo de tiempo
suficiente para derivar las células Isl1* (y/o una poblacion suficiente de células Isl1™).

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a métodos para la autorrenovacion de células Isl1*
multipotentes, comprendiendo dichos métodos las etapas de (i) cultivar células que pueden obtenerse a través de
los métodos segun el aspecto descrito anteriormente en presencia de al menos una laminina que comprende una
cadena o5, y en un medio que comprende al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt; y, (ii) mantener
y/o expandir las células que pueden obtenerse a partir de la etapa (i) en cultivo celular. En un tercer aspecto, la
presente invencion se refiere a un método para diferenciar células Isli™ en células cardiacas (por ejemplo
cardiomiocitos, células del musculo liso y/o células endoteliales cardiacas). También se dan a conocer en el
presente documento células que pueden obtenerse mediante los métodos segun la invencidon, en particular células
Isl1* multipotentes y células Isl1* diferenciadas en células cardiacas (que normalmente expresan, por ejemplo,
troponina T y otros marcadores para células cardiacas) (tanto las células Isl1" multipotentes como las células Isl1*
diferenciadas en cardiomiocitos pueden crioconservarse opcionalmente).

También se dan a conocer en el presente documento composiciones y kits (por ejemplo, kits de partes) para llevar a
cabo los métodos de la presente invencion. Las composiciones pueden comprender al menos una laminina que
comprende una cadena o5 y al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt, y el kit (es decir, un kit de
partes), de manera similar, puede comprender al menos una laminina que comprende una cadena o5 y un medio de
cultivo celular que comprende al menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt. También se dan a conocer en
el presente documento kits y/o composiciones para diferenciar células (en particular células Isl1™) en cardiomiocitos.
Tales kits pueden comprender al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111, laminina
211, laminina 221, y cualquier combinacién de las mismas. Los componentes del kit (por ejemplo, la laminina y el
agente de activacién de Wnt) pueden proporcionarse ventajosamente en recipientes independientes (por ejemplo
viales, ampollas, tubos, o similares), con el fin de permitir combinar los componentes cuando se llevan a cabo los
métodos seguln la presente invencion. Las lamininas de los kits y/o las composiciones pueden proporcionarse o bien
en un medio adecuado, liofilizadas, o bien recubiertas en placas/material de plastico adecuado para el cultivo celular.

En el presente documento se dan a conocer adicionalmente las células tal como se describe en el presente
documento para su uso en medicina. Mas especificamente, las células pueden usarse en el tratamiento y/o la
profilaxis de insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, infarto de miocardio y/o enfermedad cardiaca congénita debido a
defectos cardiacos que afectan a partes derivadas del segundo campo cardiaco (por ejemplo, auricula derecha,
ventriculo derecho, infundibulos (aorta, arterias pulmonares) y tabique interventricular). También se dan a conocer
en el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden células tal como se da a conocer en el
presente documento, junto con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en medicina, por
ejemplo para su uso en el tratamiento y/o la profilaxis de insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, infarto de miocardio
y/o enfermedad cardiaca congénita debido a defectos cardiacos que afectan a partes derivadas del segundo campo
cardiaco (por ejemplo, auricula derecha, ventriculo derecho, infundibulos (aorta, arterias pulmonares) y tabique
interventricular).

También se dan a conocer en el presente documento métodos de tratamiento para mejorar, aliviar o prevenir
insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, infarto de miocardio y/o enfermedad cardiaca congénita debido a defectos
cardiacos que afectan a partes derivadas del segundo campo cardiaco (por ejemplo auricula derecha, ventriculo
derecho, infundibulos (aorta, arterias pulmonares) y tabique interventricular) en un sujeto que lo necesita,
comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de las células tal como se da a
conocer en el presente documento.

Aln en otro aspecto, la presente invencién se refiere al uso de una combinacion de al menos una laminina que
comprende una cadena a5 y al menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt, para derivar una célula Isl1*
multipotente. En un aspecto adicional, la presente invencion también se refiere al uso de laminina 211, laminina 221
y/o cualquier combinacién de las mismas para diferenciar células (preferiblemente células Isl1* segln la presente
invencion) en células cardiacas, por ejemplo cardiomiocitos.

Por tanto, la presente invencion proporciona métodos para derivar células Isl1™ multipotentes, para autorrenovar
tales células y para diferenciar tales células en células cardiacas, con eficacia considerablemente mejorada, menos
variabilidad, en condiciones definidas clinicamente aceptables, y con control potenciado en comparaciéon con los
métodos de la técnica actual. Las composiciones y los kits tal como se da a conocer en el presente documento
facilitan llevar a cabo los métodos segun la presente invencion, permitiendo el cultivo y la manipulacién faciles, para
fines tanto clinicos como experimentales.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Derivacion de células Isl1* de células madre mesenquimatosas cardiacas embrionarias de rata o de
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médula 6sea de rata. (a) En la fraccion inicial de células madre adherentes, s6lo habia un pequefio nimero de
células Isl1™ (<1%) (en el tejido cardiaco se mezclaron con cardiomiocitos que expresaban o-actinina cardiaca).
Durante la primera semana de cultivo en un medio de Wnt en laminina 511, laminina 521, o una combinacion de las
dos, las células madre mesenquimatosas se convirtieron en células que expresan Isl1. Junto con las células Isl1,
habia mas células diferenciadas que expresaban o-actinina cardiaca. Durante pases posteriores, la proporcion
relativa de células que expresaban a-actinina cardiaca se redujo y después de dos semanas en cultivo (5 pases), el
73 + 18% de las células expresaron Isl1 y no quedaban células diferenciadas. (b) En el plazo de dos semanas de
cultivo, la fraccién inicial se habia expandido 16 veces. (c) El andlisis de inmunotransferencia de tipo Western
confirmé la activacion de la ruta Wnt/B-catenina en las células Isl1* cultivadas, demostrando niveles aumentados
tanto de Lrp6 fosforilada en serina 1490 como de B-catenina (ABC) activa (desfosforilada) en comparacién con la
fraccion inicial de células adherentes. En el panel a, las barras representan 50 um.

Figura 2. Derivacion de células Isl1* de médula 6sea, sangre de cordon umbilical y células madre mesenquimatosas
cardiacas (MSC) fetales/embrionarias. (A) Representacién esquematica del procedimiento experimental usado para
generar y expandir células Isl1* multipotentes procedentes de una fraccién de células madre mesenquimatosas. (B)
Antes del inicio del protocolo de Wnt y laminina, menos del 5% de la fraccién de células madre mesenquimatosas
expresaba Isl1 (cuando se usé tejido cardiaco fetal/embrionario, estas células se mezclaron con células que
expresaban o-actinina cardiaca (o-act)). (C) Durante la primera semana en cultivo en al menos una laminina que
contenia o5 y en el medio de Wnt, la fraccion de células madre mesenquimatosas se convirtid en células que
expresaban Isl1. (D) Después de dos semanas de cultivo, el 92 + 2% de las células eran positivas para Isl1 y mas
del 40% de las células todavia proliferaban expresando Ki67. (E) Las células Isl1* cultivadas podian diferenciarse en
células que expresan o-actinina cardiaca, factor de von Willebrand (VWF) y actina de musculo liso (SMA). (F)
Después de tres semanas de cultivo, la poblacion de células Isl1* se habia expandido mas de 1000 veces. Con el fin
de verificar el protocolo, se cultivd la fraccion inicial de células madre mesenquimatosas en diferentes condiciones:
medio de Wnt + al menos una laminina que contiene a5, medio de Wnt + material de plastico, medio sin Wnt3a + al
menos una laminina que contiene a5 y medio sin Wnt3a + material de plastico. (G) El analisis de qRT-PCR
demuestra que la combinacion de medio de Wnt y al menos una laminina que comprende una cadena o5 (por
ejemplo, o bien laminina 511 (una composicion que comprende la SEQ ID No. 3, la SEQ ID No. 4 y la SEQ ID No. 6)
o bien laminina 521 (una composicion que comprende SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5 y SEQ ID No. 6) o una
combinacion de las dos) es necesaria para la derivacion y expansion de células Isl1™ indiferenciadas. En los paneles
B a E, la tincion nuclear con DAPI se muestra en magenta. Las células de cotincion para Isl1 y magenta se muestran
en blanco. Las barras representan 50 um. En el panel F, las barras de error representan la media £ DE. En la figura:
**p<0,01; " p<0,001.

Figura 3. Analisis de citometria de flujo de la fraccidn adherente procedente de un aspirado humano de corazén y
médula 6sea fetales/embrionarios de donantes humanos sanos. Las células expresaron los marcadores de células
madre mesenquimatosas CD105, CD90, CD73 y CD44, mientras que fueron negativas para los marcadores de linaje
hematopoyético CD14, CD19, CD34, CD45 y el marcador endotelial CD31.

Figura 4. Matrices cromaticas representativas de los perfiles de expresidon génica de células Isl1™ cultivadas en
comparacién con células presentes in vivo en las regiones positivas y negativas para Isl1 de un corazon fetal. El
origen de las células es (A) rata y (B) ser humano. Se presenta la unién promedio y la transformacién log2 de las
sefales. La escala de color de la matriz cromatica varia desde el rojo (alta expresién) pasando por el negro
(expresion promedio) hasta el verde (baja expresion).

Figura 5. Matriz cromatica representativa del perfil de expresion génica y analisis de citometria de flujo que define
diferentes poblaciones progenitoras de las células Isl1™ humanas cultivadas. (A) Se aisl6 el ARN total de regiones
positivas para Isl1 (positivas para Islet1, glébulos rojos) y negativas para Isl1 (negativas para Islet-1) de un corazon
fetal humano (9,5 semanas) y a través de microdiseccién de captura por laser. En la figura: OFT: infundibulo; LA:
auricula izquierda; LV: ventriculo izquierdo: RA: auricula derecha; RV: ventriculo derecho. Los ndcleos se tifien de
azul por DAPI. La barra representa 50 um. (B) Matriz cromatica: las células Isl1* humanas cultivadas (obtenidas de
corazon fetal humano) tenian una mayor expresion de Isl1 que la regidn positiva para Isl1 del corazén embrionario
humano, y la expresién de marcadores de diferenciacién fue mucho menor. La expresion de marcadores de
pluripotencia de las células Isl1* cultivadas aument6 durante el procedimiento de cultivo (de 2 a 3 semanas). En la
figura, se presentan la union promedio y la transformacion log2 de las sefiales. La escala de colores de la matriz
cromatica varia desde el rojo (alta expresion) pasando por el amarillo hasta el azul (baja expresion). (C) En el
andlisis de citometria de flujo de corazén humano fetal, se excluyeron las MSC de sangre de corddn umbilical
humano y las MSC de médula 6sea humana, las poblaciones de células CD34+ y CD45+ (y esto puede ser
realizarse preferiblemente en determinadas circunstancias). Todas las células Isl1* humanas coexpresan KDR, el
59,5% SSEA-1 y el 4,3% c-kit. Todas las células SSEA-1+ coexpresan KDR, y constituyen el 2,7% de la poblacion
de células c-kit".

Figura 6. Deteccion por inmunohistoquimica de las células Isl1* de rata implantadas (obtenidas o bien de corazon

embrionario o fetal o bien de médula 6sea de rata) marcadas con transposones que expresan B-gal y luciferasa. (A)
Tincion con hematoxilina y eosina que demuestra el sitio de inyeccion de células Isl1* marcadas en la pared
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ventricular izquierda. Veinticuatro horas después de la inyeccion, la tincion con X-gal identifico las células Isl1*
marcadas (células azules) tanto en el sitio de inyeccién (parte insertada en la figura A) como en la regién del
infundibulo cerca de la PA y la Ao (parte insertada en la figura B). Después de dos semanas, pudieron detectarse
pocas células Isl1* en el sitio de inyeccion (C). Estas células habian cambiado su aspecto y eran alargadas y
estaban organizadas en paralelo a los cardiomiocitos circundantes. (D, E) Cuando se inyectaron células Isl1*
marcadas en la region periisquémica del ventriculo izquierdo, la mayoria de las células permanecieron en la zona de
infarto (parte insertada en la figura D) y se encontraron pocas células en la regién del infundibulo 24 horas después
de la inyeccién (parte insertada en la figura E). (F) Después de dos semanas, todavia se encontraron células Isl1*
marcadas en la zona de infarto y nuevamente las células implantadas estaban alargadas e intercaladas entre los
cardiomiocitos circundantes (parte insertada en la figura F). En las figuras, las barras representan 1000 um y en la
parte insertada 100 um. Abreviaturas; Ao: aorta; PA: arteria pulmonar; RA: auricula derecha; LV: ventriculo
izquierdo.

Figura 7 Estudio de supervivencia in vivo y migracién de células Isl1™ de rata (obtenidas o bien de médula ésea o
bien de corazén embrionario) marcadas con transposones que expresan B-gal y luciferasa y. (A) Se inyectaron
células Isl1™ marcadas en la pared ventricular izquierda de un corazén de rata normal, donde el sistema de
obtencion de imagenes in vitro (sistema IVIS) detect6 una sefial intensa algunas horas después de la inyeccion. (B)
Después de 24 horas, se detectdé la sefial mas intensa en una regiéon correspondiente al infundibulo, donde
permanecié durante el periodo de deteccion de una semana (C). En la siguiente etapa se inyectaron células Isl1*
marcadas en la pared ventricular izquierda de un corazén normal. En el plazo de 24 horas, se detect6 la sefial mas
intensa en la region del infundibulo (D). Después de la induccién de infarto de miocardio, la sefial mas intensa se
detecté nuevamente en la regién isquémica, donde aument6 desde las 24 horas (E) hasta una semana después del
infarto (F). (G) Inyeccion de células Isl1™ marcadas en una vena de la cola, 8 horas después de la induccion de
infarto de miocardio. Las células Isl1* parecian dirigirse a la region de infarto donde la sefial era la mas mas intensa.
La sefalizacion también puede observarse en los pulmones, lo que probablemente sea indicativo de que algunas de
las células se mantienen en la red capilar de los pulmones.

Figura 8. Laminina que comprende la cadena o5 crucial para la derivacion de las células Isl1*. La laminina 511, la
laminina 521 y una combinacién de las dos inducen a las células madre mesenquimatosas (que pueden obtenerse
de médula 6sea de donantes humanos sanos, de sangre de cordén umbilical humano, de saco amniético humano o
de tejido cardiaco fetal o embrionario humano) a entrar en un linaje Isl1*™ multipotente, mientras que otras lamininas
son incapaces de promover la derivacién de células Isl1*. Otras lamininas que comprenden una cadena o5 (por
ejemplo, las lamininas 522 y 523) también estan naturalmente dentro del alcance de la presente invencion.

Figura 9. Las lamininas 111 (una composicion que comprende SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2 y SEQ ID No. 6), 211
(una composicion que comprende SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 2 y SEQ ID No. 6), 221 (una composiciéon que
comprende SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 5 y SEQ ID No. 6), y una combinaciéon de las dos, promueven la
diferenciacion celular. La laminina 111, laminina 211, laminina 221, o cualquier combinacién de las mismas,
promueven la diferenciacion de células Isl1* en células cardiacas (por ejemplo cardiomiocitos, células del musculo
liso y/o células endoteliales).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere, entre otros a métodos para derivar células Isl1* multipotentes (es decir, a métodos
para inducir a una célula a entrar en un linaje Isl1* multipotente), que comprende la etapa de cultivar una célula
madre mesenquimatosa (MSC) (por ejemplo una célula procedente de una fracciéon de células mesenquimatosas) en
presencia de al menos una laminina que comprende una cadena a5, y en un medio que comprende al menos un
agente que activa la ruta canonica de Wnt. La célula Isl1™ obtenida usando dicho método puede cultivarse
posteriormente en presencia de al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111,
laminina 221 y laminina 211, o cualquier combinacién de las mismas, con el fin de diferenciar adicionalmente la
poblacién celular. Ademas, la presente invencion se refiere a métodos para la autorrenovacién y/o proliferacion de
células Isl1* (que pueden obtenerse opcionalmente a través de los métodos de derivacién segin la presente
invencién pero el procedimiento de autorrenovacion y/o mantenimiento también puede aplicarse a células Isl1*
obtenidas a través de otros métodos o de otras fuentes), que comprende las etapas de (i) cultivar una célula Isl1* en
presencia de al menos una laminina que comprende una cadena a5, y en un medio que comprende al menos un
agente que activa la ruta canénica de Wnt; y, (ii) mantener y/o expandir las células que pueden obtenerse a partir de
la etapa (i), en cultivo celular. La célula Isl1* obtenida en la etapa (ii) del método de autorrenovacion (proliferacion)
puede cultivarse posteriormente en presencia de al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende
laminina 111, laminina 211, laminina 221, y una combinacién de las mismas, con el fin de diferenciar adicionalmente
la poblacion celular (en células cardiacas, especificamente cardiomiocitos).

En el presente documento se dan a conocer adicionalmente células que pueden obtenerse mediante los métodos
segun la presente invencién, composiciones que comprenden al menos una laminina que comprende una cadena a5
y al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt, asi como un kit (es decir, un kit de partes) que comprende
al menos una laminina que comprende una cadena o5 y un medio de cultivo celular que contiene al menos un
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agente que activa la ruta candnica de Wnt (por ejemplo, en viales diferentes), o, alternativamente, un kit de
diferenciacion que comprende al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111, laminina
211, laminina 221, y una combinacién de las mismas. Ademas, en el presente documento se dan a conocer células
que pueden obtenerse mediante los métodos de la presente invencion para su uso en medicina, por ejemplo, en
indicaciones relacionadas con cardiologia, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden las células y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, con el fin de permitir la administracion eficaz de las células al
sitio/tejido diana. Finalmente, la presente invencién se refiere ademas al uso de una combinacién de al menos una
laminina que comprende una cadena o5 y al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt, para derivar una
célula Isl1™ multipotente (es decir, para inducir a una célula a entrar en un linaje Isl1™ multipotente). De manera
similar, la presente invencion se refiere ademas al uso de (i) laminina 211, laminina 221, o una combinacion de las
mismas, y opcionalmente (i) al menos un agente que activa la ruta canoénica de Wnt, para diferenciar una célula Isl1*
multipotente en una célula cardiaca. El agente que activa la ruta canénica de Wnt puede incluirse en la etapa de
diferenciacion aunque su presencia no es absolutamente necesaria.

Cuando las caracteristicas, realizaciones o aspectos de la presente invencién se describen en términos de grupos
de Markush, un experto en la técnica reconocera que la invencién también se describe por consiguiente en términos
de cualquier miembro individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush. El experto en la técnica reconocera
ademas que la invencion también se describe por consiguiente en términos de cualquier combinacion de miembros
individuales o subgrupos de miembros de grupos de Markush. Adicionalmente, debe indicarse que las realizaciones
y caracteristicas descritas en relacion con uno de los aspectos y/o realizaciones de la presente invencion también se
aplican, cambiando lo que se deba cambiar, al resto de aspectos y/o realizaciones de la invencién. Por ejemplo, ha
de entenderse que el al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt descrito en relacion con el método para
derivar la células Isl1™ multipotentes también es relevante para el kit de partes (denominado indistintamente el kit).
Ademas, determinadas realizaciones descritas en relacién con determinados aspectos, por ejemplo bromoindirubin-
3'-oxima (BIO) tal como se describe en relacion con el aspecto que se refiere al método para derivar la células Isl1*
multipotentes, naturalmente también pueden ser relevantes en relacion con otros aspectos y/o realizacion, en el
caso de BIO, por ejemplo, en los aspectos/las realizaciones que se refieren a las composiciones o el kit de partes,
segun la presente invencion.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para derivar células Isl1* multipotentes (es decir,
un método para inducir a una célula a entrar en un linaje Isl1* multipotente), que comprende las etapas de (i) cultivar
una célula mesenquimatosa (es decir, una célula procedente de una fraccion de células mesenquimatosas) en
presencia de al menos una laminina que comprende una cadena a5, y en un medio que comprende al menos un
agente que activa la ruta canoénica de Wnt (y continuar cultivando la célula durante un periodo de tiempo suficiente
para derivar la célula Isl1* y/o para derivar poblaciones suficientes de células Isl1™).

Debe entenderse que dentro del contexto de la presente invencién el término “cultivar [...] en presencia de” puede
interpretarse que engloba poner en contacto la célula/las células con por ejemplo al menos una laminina que
comprende una cadena o5 y/o al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt. El tiempo de cultivo en
presencia de por ejemplo el al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt naturalmente puede ser de
importancia para la presente invencién, tal como se explica en mayor detalle a continuacién. Normalmente, las
lamininas usadas dentro del contexto de la presente invencion se recubren sobre los equipos de cultivo
celular/tisular, por ejemplo, una placa de cultivo celular o un stent que puede implantarse en el cuerpo humano o
animal para un fin terapéutico, por ejemplo, para derivar células Isl1” y posteriormente diferenciar dichas células en
cardiomiocitos, usando las etapas del método de la presente invencion.

En una realizacién adicional segun la presente invencion, las células (madre) mesenquimatosas (por ejemplo,
células procedentes de la fraccion mesenquimatosa) pueden ser células cardiacas mesenquimatosas, células madre
embrionarias, células madre de sangre de cordén umbilical y/o células madre amniéticas, o cualquier combinacion
de estas fuentes de células. Las células mesenquimatosas, también conocidas como células madre
mesenquimatosas (MSC) son células estromales multipotentes que pueden diferenciarse en una variedad de tipos
celulares incluyendo, pero sin limitarse a, osteoblastos, condrocitos y adipocitos. Las MSC pueden derivarse de
médula 6sea, mesodermo, sangre de corddn umbilical, gelatina de Wharton, masculo de adulto, brotes dentales en
desarrollo y/o liquido amnidtico. Debe entenderse que las células procedentes de la “fracciébn mesenquimatosa”, en
el contexto de la presente invencién, se refieren a células que pueden derivarse de cualquiera de las fuentes
anteriores, por ejemplo, médula ésea, mesodermo, sangre de cordén umbilical, gelatina de Wharton, mdsculo de
adulto, brotes dentales en desarrollo y/o liquido amnidtico. El aspirado de médula 6sea es una fuente adecuada para
las células procedentes una fraccion de células mesenquimatosas (es decir, células mesenquimatosas). El aspirado
de médula 6sea puede obtenerse introduciendo en la cresta iliaca una aguja de aspiracion, seguido por la extraccion
de un determinado volumen de aspirado que contiene células, que posteriormente puede clasificarse, cultivarse o
congelarse para su uso futuro. Alternativamente, pueden extraerse y aislarse células de sangre de cordén umbilical
o0 amnidticas para los fines de la presente invencién. El aislamiento de dichas células puede llevarse a cabo en
relacién con el parto a través de técnicas convencionales.

Las MSC (es decir, las células procedentes de una fraccibn mesenquimatosa) que se emplean para tratar a un
paciente pueden ser de origen alogénico, es decir, normalmente no es necesario usar células autélogas del paciente
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que necesita tratamiento.

Los inventores se han dado cuenta inesperadamente de que usar al menos una laminina que comprende una
cadena a5 es altamente ventajoso y da como resultado la derivacién sorprendentemente potenciada de las células
Isl1* (figura 8). Cuando se usaron los métodos de cultivo de la presente invencion, la expresion de Isl1, después de
dos semanas en cultivo, se detectd6 de manera estable en mas del 90% de la poblacion de células
mesenquimatosas, y después de 3 semanas de cultivo, la poblacion celular se habia expandido mas de 1000 veces.
La al menos una laminina que comprende una cadena o5 puede seleccionarse del grupo que comprende laminina
511, laminina 521, una combinacién de laminina 511 y laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o
sintética, que tenga al menos aproximadamente el 70% (preferiblemente al menos el 80% e incluso mas
preferiblemente al menos el 90%) de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica de la laminina 511 o la
laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda la secuencia polipeptidica del
dominio G de la cadena o5 de laminina, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda una
secuencia polipeptidica, que tenga al menos aproximadamente el 70% (preferiblemente al menos el 80% e incluso
mas preferiblemente al menos el 90%) de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica del dominio G de la
cadena a5 de laminina, y cualquier sustrato de crecimiento de cultivo celular o aditivo de medio de cultivo celular que
comprenda polipéptidos de la secuencia polipeptidica de la laminina 511 o la laminina 521.

Ademas, segln la presente invencién, el al menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt puede
seleccionarse del grupo que comprende Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8, Wnt-8b, y cualquier combinacién de las mismas. Los
agentes adicionales que activan la ruta candnica de Wnt naturalmente también estan dentro del alcance de la
presente invencion, independientemente de si la activacion de la ruta candnica de Wnt se efectia a través de
activacion directa de la ruta en cuestion (por ejemplo, mediada por Wnt-3a) o a través de estimulacién indirecta de la
ruta canoénica de Wnt mediante el bloqueo de la ruta no candnica (por ejemplo, a través del bloqueo de la glucégeno
sintasa cinasa 3 (GSK3) que provoca la regulacion por incremento de beta-catenina) (es decir, usando BIO).
Ademas, pueden utilizarse diversos tipos de agentes dentro del alcance de la presente invencion, tal como se
explica en mas detalle a continuacion.

Los inventores se han dado cuenta de que seleccionar un intervalo de concentracién apropiado del al menos un
agente que activa la ruta canénica de Wnt es importante para la presente invenciéon, de manera adecuada una
concentracién de aproximadamente 10-250 ng/ml, pero preferiblemente una concentracion de aproximadamente 50-
150 ng/ml, o incluso de manera mas preferible de aproximadamente en torno a 100 ng/ml. Naturalmente, el intervalo
de concentracion depende de la actividad y la potencia del agente de activacion de Wnt empleado en el caso
especifico. Cuando se utiliza BIO, o bien en combinacion con por ejemplo un polipéptido de activacién de Wnt (por
ejemplo Wnt-3a) o bien solo, un intervalo de concentracion adecuado puede ser de aproximadamente 0,1-5 mM, de
manera preferible de aproximadamente 0,5-3 mM, o incluso de manera mas preferible de aproximadamente 2,5 mM.
Ademas, puede incluirse factor de crecimiento epidérmico (EGF), a una concentracién que oscila entre 1 ng/ml y
100 ng/ml (preferiblemente de en torno a 10 ng/ml) en el medio de cultivo, con el fin de potenciar la expansién
celular. Adicionalmente, cuando se usa medio DMEM/F12 para los métodos de cultivo celular, el medio puede
complementarse con B27.

Una segunda etapa del método segun la presente invencién (es decir, la etapa (ii)) puede comprender ademas
expandir la poblacion de células Isl1*, con el fin de aumentar el nimero de células. Adicionalmente, la segunda
etapa puede comprender ademas la autorrenovacion y/o proliferacion de las células Isl1* (es decir, mantener las
células Isl1* en cultivo de manera basicamente indefinida, para permitir el uso o la experimentacion adicionales).

Con el fin de diferenciar adicionalmente las células que pueden obtenerse mediante los métodos de la presente
invencién, puede incluirse una etapa adicional de diferenciacion (iii), en la que las células Isl1* (o bien obtenidas a
través de los métodos de derivacion de la presente invencién o bien células Isl1* que pueden obtenerse a partir de
cualquier otra fuente) se cultivan en presencia de al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende
laminina 111, laminina 211, laminina 221, y cualquier combinacién de las mismas. Cuando se cultivan las células en
presencia de la al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111, laminina 211, laminina
221, y una combinacion de las mismas, el agente de activacion de Wnt puede excluirse del medio de cultivo, con el
fin de potenciar adicionalmente la diferenciacion al tipo celular deseado, en este caso células (y posiblemente
tejidos) cardiacas (de corazén) (figura 9). La laminina 111 y otras lamininas que contienen a1 (tal como la laminina
121) pueden utilizarse en algunos casos también para derivar células Isl1™ de células madre mesenquimatosas
segun la presente invencion (ademéas de su uso para diferenciar células Isl1™ en células cardiacas), aunque la
derivacion usando lamininas que contienen o5 en general es significativamente mas eficaz y fiable. Las lamininas
que contienen a1 pueden estar presentes en una estructura tridimensional (tal como una matriz tridimensional y/o
gel, por ejemplo Geltrex™), con el fin de inducir eficazmente la expresion de Isl1* (cuando se usa el mismo protocolo
que se emplea para las lamininas que contienen a5).

La presente invencion se refiere, al menos en parte, a métodos para la produccion y expansion de progenitores Isl1”,
por ejemplo progenitores cardiovasculares, a la vez que mantienen su multipotencia y capacidad para la
diferenciacion en multiples linajes. En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método de
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autorrenovacion de una célula Isl1™ multipotente, que comprende las etapas de (i) cultivar una células, que puede
obtenerse a través de los métodos de derivacion segun la presente invencion, en presencia de al menos una
laminina que comprende una cadena a5, y en un medio que comprende al menos un agente que activa la ruta
canodnica de Wnt; y (ii) mantener y/o expandir las células que pueden obtenerse a partir de la etapa (i) en cultivo
celular, esencialmente de manera indefinida.

Tal como se mencioné anteriormente, en un aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para inducir a
una célula a entrar en el linaje Isl1*. Mas especificamente, la presente invencion se basa en la constatacion de que
la activacién de la sefalizacién de Wnt en presencia de al menos una laminina que comprende una cadena a5
desencadena la entrada de células en el linaje islet 1" y puede usarse para especificar previamente que las células
se conviertan en progenitores Isl1*. Por tanto, la presente invencion se refiere a métodos para inducir células, por
ejemplo progenitores no comprometidos, en progenitores Isl1*, por ejemplo progenitores cardiovasculares Isl1”.
Ademas, la presente invencion proporciona métodos para expandir progenitores Isli® desencadenando su
renovacion.

Las células segun la presente invenciéon pueden ser células madre incluyendo, pero sin limitarse a, células madre
embrionarias, células del cuerpo embrioide (EB), células madre adultas y células madre fetales posnatales,
obtenidas opcionalmente de tejido, por ejemplo, tejido embrionario, fetal, postnatal o adulto. El tejido puede ser, por
ejemplo, tejido cardiaco. Mas especificamente, las células segun la presente invencion pueden ser células
procedentes de una fraccidbn mesenquimatosa (es decir, células mesenquimatosas, también conocidas como células
madre mesenquimatosas), por ejemplo derivadas de médula 6sea, mesodermo, sangre de cordén umbilical, gelatina
de Wharton, musculo de adulto, brotes dentales en desarrollo y/o liquido amniético.

El tejido puede comprender, pero sin limitarse a, fibroblastos, fibroblastos cardiacos, progenitores endoteliales
circulantes, pancreas, higado, tejido adiposo, médula Osea, rifidén, vejiga, paladar, cordon umbilical, liquido
amniético, tejido dérmico, piel, misculo, bazo, placenta, hueso, tejido neural o tejido epitelial.

Las células pueden obtenerse adicionalmente de un sujeto con una enfermedad o trastorno, por ejemplo, de un
sujeto con una disfuncion, enfermedad o trastorno cardiaco o cardiovascular, adquirido o congénito, por ejemplo un
defecto cardiaco. La célula puede ser de origen mamifero, por ejemplo, ser humano, y también puede ser una célula
modificada genéticamente. Adicionalmente, las células madre mesenquimatosas también pueden obtenerse de un
donante sano joven (preferiblemente menor de 35 afos de edad), por ejemplo, a través de aspiracion de células (por
ejemplo en torno a 50 ml) de la médula ésea.

La presente invencion también se refiere a métodos para expandir progenitores Isl1* (es decir, progenitores que ya
son Isl1*) mediante la activacion o potenciacion de la ruta de Wnt/B-catenina. En particular, la presente invencion se
basa en el descubrimiento de que la activacién, el aumento o la potenciacién de la sefalizacién de Wnt cuando las
células se cultivan en presencia de al menos una laminina que comprende una cadena o5 desencadena la
renovacion de progenitores Isl1” y puede usarse para expandir los progenitores Isl1® mientras se mantiene su
capacidad para la diferenciacién en mudltiples linajes. Por consiguiente, la presente invencién se refiere a métodos
para expandir progenitores Isl1*, por ejemplo progenitores cardiovasculares Isl1*. La activacién, el aumento o la
potenciacion de la ruta canénica de Wnt se efectia mediante al menos un agente que activa la ruta canonica de
Whnt. En este contexto, los agentes que activan la ruta canénica de Wnt son cualesquiera agentes que activan la ruta
candnica de Wnt. Preferiblemente, tal(es) agente(s) activa(n) la ruta candénica de Wnt de manera selectiva. En
algunas realizaciones, los agentes que activan la ruta candénica de Wnt se aplican directamente al progenitor Isl1”,
por ejemplo, los agentes que activan la ruta candnica de Wnt se aplican a los medios de cultivo.

En el presente documento se dan a conocer células que pueden obtenerse mediante los métodos de la presente
invencién, es decir, células Isl1*, de manera opcional diferenciadas adicionalmente en, por ejemplo, células
cardiacas, por ejemplo, cardiomiocitos (las células diferenciadas usando los métodos de la presente invencion
normalmente muestran un aumento de al menos 100 veces en la expresion de troponina T, y frecuentemente un
aumento de 150 veces en la expresién). Las células segin la presente invencién pueden crioconservarse
opcionalmente, con el fin de permitir el almacenamiento, la manipulacién facilitada y el uso y la experimentacién
posteriores.

También se da a conocer en el presente documento una composicion que comprende al menos una laminina que
comprende una cadena a5 y al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt. La al menos una laminina que
comprende una cadena a5 puede seleccionarse del grupo que comprende laminina 51, laminina 521, una
combinacion de laminina 511 y laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o sintética, que tenga al
menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica de la laminina 511 o la
laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda la secuencia polipeptidica del
dominio G de la cadena o5 de laminina, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda una
secuencia polipeptidica, que tenga al menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia con la secuencia
polipeptidica del dominio G de la cadena o5 de laminina, y cualquier sustrato de crecimiento de cultivo celular o
aditivo de medio de cultivo celular que comprenda polipéptidos de la secuencia polipeptidica de la laminina 511 o la
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laminina 521.

Ademas, segun la presente invencién, el al menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt, y que esta
comprendido en la composicién, puede seleccionarse del grupo que comprende Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8, Wnt-8b, y
cualquier combinacién de las mismas. Los agentes adicionales que activan la ruta canénica de Wnt naturalmente
también estan dentro del alcance de la presente invencion, independientemente de si la activacién de la ruta
canodnica de Wnt se efectla a través de activacion directa de la ruta en cuestion (por ejemplo, mediada por Wnt-3a)
0 a través de estimulacién indirecta de la ruta candnica de Wnt. La composicién puede estar presente en varias
formas diferentes, por ejemplo seleccionadas del grupo que comprende un liquido, un sélido, una matriz, una
dispersion, una suspensién, una emulsiéon, una microemulsion, un gel o una disolucién, y cualquier combinacion de
las mismas. La composicion dada a conocer en el presente documento puede ser por ejemplo una combinacién de
un liquido (que comprende preferiblemente el al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt) y
sustancialmente un sélido y/o un gel y/o una matriz (que comprende preferiblemente la laminina que comprende una
cadena ab).

También se da a conocer en el presente documento un kit (es decir, un kit de partes) que comprende al menos una
laminina que comprende una cadena a5 y un medio de cultivo celular que comprende al menos un agente que activa
la ruta candnica de Wnt. Los componentes del kit (es decir, la laminina y el agente de activacién de Wnt) pueden
proporcionarse ventajosamente en recipientes independientes (por ejemplo, viales, ampollas, tubos o similares), con
el fin de permitir combinar los componentes cuando se llevan a cabo los métodos segun la presente invencion. El kit
puede comprender por ejemplo un medio de cultivo celular que comprende el al menos un agente que activa la ruta
candnica de Wnt (a una concentracién adecuada), y la al menos una laminina que comprende una cadena o5,
recubierta por ejemplo sobre una superficie adecuada para cultivo celular (tal como una placa de cultivo celular, un
pocillo de una placa de multiples pocillos, una placa Petri, un frasco de cultivo celular, etc.). Ademas, el kit también
puede comprender componentes adicionales para diferenciar las células Isl1™ en células cardiacas (por ejemplo,
cardiomiocitos), concretamente al menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111,
laminina 211, laminina 221, y cualquier combinacion de las mismas. Un kit de derivacion y diferenciacion adecuado
segun la presente invencion comprenderia por tanto un medio de cultivo celular que comprende el al menos un
agente que activa la ruta canénica de Wnt, al menos una laminina que comprende una cadena o5, un medio de
diferenciacion de cultivo celular que puede carecer del al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt, y al
menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111, laminina 211, laminina 221, y cualquier
combinacién de las mismas. En un caso, la laminina que comprende una cadena o5 puede recubrirse sobre un 1%
conjunto de equipos de cultivo celular, mientras que la al menos una laminina seleccionada del grupo que
comprende laminina 111, laminina 211, laminina 221, y cualquier combinacion de las mismas, se recubre sobre un
2° conjunto de equipos de cultivo celular, y donde se proporciona un medio de cultivo celular que comprende el al
menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt en un recipiente mientras que se proporciona el medio de
diferenciacion de cultivo celular que carece del agente/de los agentes de activacion de Wnt en otro recipiente.

Adicionalmente, stents u otros dispositivos médicos para su implantacién en un cuerpo humano o animal también
pueden recubrirse con combinaciones adecuadas de o bien la laminina que comprende una cadena a5 o bien la al
menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111, laminina 211, laminina 221, y cualquier
combinacion de las mismas, para permitir la derivacién y/o diferenciacion de cardiomiocitos dentro del cuerpo
humano o animal. El stent puede comprender oro, cobalto-cromo, tantalo, nitinol, silicona, polietileno y/o poliuretano
o cualquier combinacién de los mismos. Los stents en cuestion pueden ser, por ejemplo, un stent coronario, un stent
de derivacion de vaso sanguineo y/o un stent traqueal. El stent puede ser un stent de elucién de farmaco, en el que
el farmaco que va a eluirse puede ser, por ejemplo, un agente de activacion de Wnt, un agente para vascularizacién,
un agente de inmomodulacién o cualquier/cualesquiera otro(s) agente(s) adecuado(s) para optimizar el injerto y la
funcién del stent. Los stents pueden implantarse con o sin células, por ejemplo, células Isl1* o células Isl1™ que se
han diferenciado adicionalmente en células cardiacas (por ejemplo, cardiomiocitos o células endoteliales cardiacas o
del musculo liso).

La al menos una laminina que comprende una cadena o5 puede seleccionarse del grupo que comprende laminina
511, laminina 521, una combinacién de laminina 511 y laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o
sintética, que tenga al menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica de
la laminina 511 o la laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda la secuencia
polipeptidica del dominio G de la cadena a5 de laminina, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que
comprenda una secuencia polipeptidica, que tenga al menos aproximadamente el 90% de identidad de secuencia
con la secuencia polipeptidica del dominio G de la cadena o5 de laminina, y cualquier sustrato de crecimiento de
cultivo celular o aditivo de medio de cultivo celular que comprenda polipéptidos de la secuencia polipeptidica de la
laminina 511 o la laminina 521. Ademas, segun la divulgacién en el presente documento, el al menos un agente que
activa la ruta canonica de Wnt, y que estd comprendido en la composicién, puede seleccionarse del grupo que
comprende Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8, Wnt-8b, y cualquier combinacién de las mismas.

En otro aspecto, en el presente documento se dan a conocer células tal como se describe en el presente documento
para su uso en medicina. Mas especificamente, las células pueden usarse en el tratamiento y/o la profilaxis de
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insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, infarto de miocardio y/o enfermedad cardiaca congénita debido a defectos
cardiacos que afectan a partes derivadas del segundo campo cardiaco (por ejemplo, auricula derecha, ventriculo
derecho, infundibulos (aorta, arterias pulmonares) y tabique interventricular). Ademas, también se dan a conocer en
el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden células segln la invencién, junto con al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en medicina, por ejemplo, para su uso en el
tratamiento y/o la profilaxis de insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, infarto de miocardio y/o enfermedad cardiaca
congénita debido a defectos cardiacos que afectan a partes derivadas del segundo campo cardiaco (por ejemplo
auricula derecha, ventriculo derecho, infundibulos (aorta, arterias pulmonares) y tabique interventricular). Tanto las
células Isl1*, derivadas a través de los métodos de derivacion de la presente invencion (es decir, a través del cultivo
de una célula mesenquimatosa en presencia de al menos una laminina que comprende una cadena a5, y en un
medio que comprende al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt), como las células que se han
diferenciado adicionalmente usando los métodos de diferenciacion de la presente invencion (es decir, a través del
cultivo en presencia de al menos una de laminina 111, laminina 211, laminina 221, o cualquier combinacién de las
mismas) pueden incluirse en una composicion farmacéutica para el tratamiento o la profilaxis de diversas
enfermedades y dolencias. La composicién farmacéutica puede comprender al menos 100.000 (1*105) células por
ml, preferiblemente al menos 500.000 (5*105) por ml, en un portador farmacéuticamente aceptable, normalmente
una disolucion acuosa que comprende NaCl en torno al 9%.

Ademas, preferiblemente pueden usarse al menos 100.000 células por kg de peso corporal, preferiblemente al
menos 500.000 por kg de peso corporal, o incluso mas preferiblemente al menos 1.000.000 de MSC por kg de peso
corporal.

También se dan a conocer en el presente documento métodos de tratamiento para mejorar, aliviar o prevenir
insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, infarto de miocardio y/o enfermedad cardiaca congénita debido a defectos
cardiacos que afectan a partes derivadas del segundo campo cardiaco (por ejemplo auricula derecha, ventriculo
derecho, infundibulos (aorta, arterias pulmonares) y tabique interventricular) en un sujeto que lo necesita,
comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de las células segun la
presente invencién. El sujeto es preferiblemente un mamifero, por ejemplo, un ser humano. Las células pueden
administrarse a través de administracion intravascular, administracion intravenosa, administracion intraventricular,
administracion epicardica, administracién intramuscular, administracién intraportal, administracién intratecal y/o
administracién subcutanea, o a través de cualquier otro método de administraciéon adecuado que administre las
células al sitio/tejido diana. Especificamente, en el contexto del infarto de miocardio, las células pueden
administrarse ventajosamente a un paciente a través de inyeccién/infusién endovascular o a través de
administracion percutdnea en el vaso ocluido (antes o después de la reapertura), usando un catéter. Adicionalmente,
para el tratamiento de la disfuncidn del noédulo sinusal, las células Isl1* (opcionalmente diferenciadas en
cardiomiocitos, en este caso células intersticiales) pueden administrarse a un paciente a través de administracion
percutédnea usando un catéter introducido en la auricula derecha, preferiblemente a través del seno coronario.

Alternativamente, las células tal como se describe en el presente documento (o bien células Isl1* o bien células Isl1*
diferenciadas adicionalmente en cardiomiocitos) pueden administrarse al paciente a través de la introduccion de un
stent adecuado (por ejemplo, un stent coronario que se introduce en relacién con el procedimiento de tratamiento).

Ademas, puede aplicarse la administracion in utero de células para tratar defectos cardiacos fetales.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de una combinacion de al menos una laminina que
comprende una cadena a5 y al menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt, para derivar una célula Isl1*
multipotente (es decir, para inducir a una célula a entrar en un linaje Isl1* multipotente). La al menos una laminina
que comprende una cadena a5 puede seleccionarse del grupo que comprende laminina 511, laminina 521, una
combinacion de laminina 511 y laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o sintética, que tenga al
menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica de la laminina 511 o la
laminina 521, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda la secuencia polipeptidica del
dominio G de la cadena o5 de laminina, cualquier proteina natural, recombinante o sintética que comprenda una
secuencia polipeptidica, que tenga al menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia con la secuencia
polipeptidica del dominio G de la cadena o5 de laminina, y cualquier sustrato de crecimiento de cultivo celular o
aditivo de medio de cultivo celular que comprenda polipéptidos de la secuencia polipeptidica de la laminina 511 o la
laminina 521. Ademas, segun la presente invencion, el al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt, y que
esta comprendido en la composicion, puede seleccionarse del grupo que comprende Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8, Wnt-8b,
y cualquier combinacion de las mismas.

También se dan a conocer métodos que usan los progenitores Isl1* generados y expandidos mediante los métodos
descritos en el presente documento. En una realizacion, los progenitores Isl1* generados y expandidos mediante los
métodos descritos en el presente documento se usan para la produccién de una composicion farmacéutica, por
ejemplo, una composicion para medicina regenerativa. Adicionalmente, las células Isl1*™ que se han diferenciado en
cardiomiocitos también pueden usarse en composiciones farmacéuticas, por ejemplo, para el tratamiento de
diversas enfermedades y dolencias relacionadas con cardiologia. Las composiciones pueden ser para su uso en
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trasplante en sujetos que necesitan trasplante cardiaco, por ejemplo pero sin limitarse a sujetos con enfermedad
cardiaca congeénita y/o adquirida y/o sujetos con enfermedades vasculares y/o enfermedades cardiovasculares.

Los sujetos pueden tener o estar en riesgo de tener una enfermedad cardiaca y/o enfermedad vascular y/o
enfermedad cardiovascular, y los progenitores Isl1* generados y expandidos mediante los métodos de la presente
invencion pueden ser autélogos y/o alogénicos (y las células, de manera opcional, pueden estar modificadas
genéticamente).

Los progenitores Isl1” y las células cardiacas diferenciadas adicionalmente generadas y expandidas mediante los
métodos de la presente invencion pueden usarse en ensayos y experimentos, por ejemplo, para detectar agentes,
por ejemplo, agentes para el desarrollo de intervenciones terapéuticas de enfermedades incluyendo, pero sin
limitarse a, agentes terapéuticos para la insuficiencia cardiaca congénita y de adulto. Alternativamente, las células tal
como se describen en el presente documento pueden emplearse en ensayos para detectar agentes que son toxicos
para la célula (por ejemplo, pruebas de cardiotoxicidad).

Por tanto, la presente invencion proporciona métodos para; (i) desencadenar o inducir que células, normalmente
células madre mesenquimatosas, entren en la ruta de linaje Isl1* mediante la activacion de la ruta candnica de Wnt
(es decir, un método para derivar una célula Isl1¥) y cultivar en presencia de laminina(s) que tiene(n) determinadas
caracteristicas, (i) expandir las células Isl1*, por ejemplo, cualquier progenitor Isl1™ de la jerarquia progenitora
cardiovascular Isl1*, mediante la renovacion continua de las células asi obtenidas, y (iii) diferenciar dichas células
Isl1* en, por ejemplo, células cardiacas, tales como cardiomiocitos, células del musculo liso y/o células endoteliales.

Se entendera que el al menos un agente que activa, aumenta o potencia la ruta canénica de Wnt, en el presente
documento denominado alternativamente “agente que activa la ruta canonica de Wnt” o “agentes de activacion”
comprende agentes que activan la ruta canénica de Wnt directa o indirectamente.

Por motivos de conveniencia y claridad, a continuaciéon se recopilan determinados términos empleados en el
presente documento. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la
que pertenece esta invencion.

El término “laminina” se refiere a una familia de glucoproteinas heterotriméricas compuestas por las cadenas o, By y
que existen, respectivamente, como cinco, tres, y tres tipos genéticamente distintos que forman 15 combinaciones
diferentes en tejidos humanos. Se nombran segun la composicion de cadenas; por ejemplo, la laminina 511 (LN-
511) consiste en las cadenas o5, B1 y y1. Anteriormente, las lamininas se denominaban seglin el orden de su
descubrimiento. Por tanto, la laminina 111 se denominé laminina 1; la laminina 511 se denominé laminina 10; la
laminina 521 se denomind laminina 11.

Las lamininas son el componente principal de las membranas basales y estan en contacto con diversas células in
vivo y diferentes lamininas muestran diversos patrones de expresion espacio-temporales en organismos en
desarrollo, asi como ubicacién y funciones especificas de tejido. Por tanto, la laminina 211 y la laminina 221 estan
presentes principalmente en membranas basales en torno a las células musculares y sinapsis de neuronas motoras,
la laminina 332 es especifica para membranas basales subepiteliales, y la laminina 511 es practicamente ubicua. La
primera laminina descubierta, la laminina 111, que también se conoce como laminina 1 o simplemente laminina, esta
restringida al embrién temprano y es una isoforma muy posterior en tejidos humanos adultos. La laminina 111 se ha
estudiado mas ampliamente, porque es posible aislarla del sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de ratdn, que
es facil de inducir. Otras lamininas son dificiles de aislar de los tejidos debido a la amplia reticulacion y
preferiblemente se expresan como proteinas recombinantes en células de mamifero.

Los efectos celulares de las lamininas estan mediados en gran medida mediante unién de ligando a receptores de la
membrana celular, tales como integrinas, distroglicano y glucoproteina luterana. Pueden inducir una sefializacion
directa de afuera hacia adentro en las células, lo que se ha demostrado que altera los niveles de transcripcién de
genes e incluso influye en la remodelacién de la cromatina de los promotores génicos. Las lamininas son muy
diferentes en su especificidad de ligando. Por tanto, las lamininas que contienen una cadena a5 pueden unirse con
avidez a la integrina a6p1, la integrina a3B1 y la glucoproteina luterana, mientras que la laminina 111 (o laminina)
tiene la mayor afinidad por la integrina a7X2B1 y el distroglicano. Las cadenas B y y de laminina pueden modular la
unién de laminina-integrina, pero la interaccion celular estd mediada principalmente por la unién de las cadenas o a
los receptores. Por tanto, las lamininas que contienen o5 deben considerarse diferentes de, por ejemplo, las
lamininas que contienen o2.

Por tanto, el término “laminina que comprende una cadena a5” usado en el presente documento se refiere a
cualquier polipéptido de laminina que comprende una cadena o de tipo cinco (5), por ejemplo, laminina 511, 521,
522, 523, etc. Lamininas adicionales que comprenden una cadena o5 naturalmente también estan dentro del
alcance de la presente invencién. Tal como se usa en el presente documento, una cadena a5 se refiere a cualquier
cadena polipeptidica que tiene al menos el 70% de identidad de secuencia con la cadena o5 de laminina, por
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ejemplo de SEQ ID No. 1, preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 80%, e incluso mas
preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 90%. Mas generalmente, todos los polipéptidos y/o
nucleétidos dados a conocer en la presente solicitud engloban secuencias de polipéptidos y/o nucleétidos que tienen
al menos el 70% de identidad de secuencia con el polipéptido y/o nucledtido en cuestién, preferiblemente una
identidad de secuencia de al menos el 80%, e incluso mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos
el 90%.

El término “célula Isl1*™ se refiere a células que en circunstancias normales pueden expresar los siguientes
marcadores (ademas de Isl1); marcadores mesodérmicos; Tbx6 y Brachyury T; C-Kit; marcadores de activacion de
cardiogénesis temprana: GATA4, Mef2c, Nkx2.5; marcadores de multipotencia, tales como Sox2, SSEA1, Nanog,
Tra-1, KDR o una combinacién de estos; factores de transcripcién implicados en la red transcripcional del segundo
campo cardiaco: Tbx1, Hand2, FoxH1; otros factores relevantes vinculados a la expresién de Isl1 como Fgf8 y 10.

El término “célula cardiaca” o “célula de corazén” o “cardiomiocito” se entendera como una célula que, en
circunstancias normales, puede expresar marcadores tales como: cadenas pesadas de miosina (MyH), troponina T
(TnT) y/o troponina | (Tnl) y las proteinas se organizan normalmente en elementos contractiles.

Debe entenderse que el término “células progenitoras” o “progenitores” se refiere a células que tienen un fenotipo
celular que es mas primitivo (es decir, se encuentra en un estadio mas temprano a lo largo de una ruta o progresion
de desarrollo que en una célula completamente diferenciada) en relacién con un célula a la que puede dar lugar por
diferenciacion. Las células progenitoras también tienen con frecuencia un potencial proliferativo significativo o muy
alto, y pueden dar lugar a multiples tipos distintos de células diferenciadas o a un sélo tipo de células diferenciadas,
dependiendo de la ruta de desarrollo y del entorno circundante en el que las células se desarrollan y se diferencian.
Una célula puede comenzar como célula progenitora y avanzar hacia un fenotipo diferenciado, pero luego puede
revertir y volver a expresar el fenotipo de la célula progenitora. En consecuencia, una célula progenitora puede
derivarse de una célula no madre.

Debe entenderse que el término “célula madre” se refiere a una célula indiferenciada que puede proliferar y dar lugar
a mas células progenitoras que tienen capacidad de generar un gran nimero de células madre que a su vez pueden
dar lugar a células diferenciadas o células hijas que pueden diferenciarse. Las propias células hijas pueden inducirse
a proliferar y producir progenie que posteriormente se diferencian en uno o mas tipos de células maduras, mientras
que al mismo tiempo retienen una o mas células con potencial de desarrollo parental. La expresién “célula madre” se
refiere a un subconjunto de progenitores que tienen capacidad o potencial, en circunstancias particulares, de
diferenciarse en un fenotipo mas especializado o diferenciado, y que conserva la capacidad, en determinadas
circunstancias, de proliferar sin diferenciarse sustancialmente. El término “célula madre” generalmente puede
referirse a una célula madre que se produce de manera natural cuyos descendientes (progenie) se especializan, a
menudo en diferentes direcciones, mediante diferenciacién, por ejemplo, mediante la adquisicion de caracteres
completamente individuales, como ocurre en la diversificacién progresiva de células y/o tejidos embrionarios. La
diferenciacion celular es un proceso complejo que normalmente se produce a través de muchas divisiones celulares
y una célula diferenciada puede derivarse de una célula multipotente que por si mima se deriva de una célula
multipotente, etc. Aunque cada una de estas células multipotentes puede considerarse células madre, la diversidad
de los tipos de células a los que puede dar lugar cada una puede variar sustancialmente. Algunas células
diferenciadas también tienen la capacidad de dar lugar a células de mayor potencial de desarrollo y tal capacidad
puede inducirse artificialmente tras el tratamiento con diversos factores, o puede ser natural. Las células madre
también son en muchos casos “multipotentes” porque pueden producir progenie de mas de un tipo de célula distinto,
pero esto no es necesario para su capacidad como células madre (stemness). La autorrenovacién es la otra parte
tipica de la definicion de células madre, y es importante para los fines de esta invencién. Tedricamente, la
autorrenovacion puede producirse mediante cualquiera de los dos mecanismos principales, es decir, de manera
simétrica o asimétrica. La divisién asimétrica se refiere a que una hija retiene el estado de célula madre y la otra hija
expresa alguna otra funcion y fenotipo especificos distintos. La division simétrica se refiere al proceso cuando
algunas de las células madre en una poblacién se dividen simétricamente en dos ramas, manteniendo asi algunas
células madre en la poblacién como un todo, mientras que otras células en la poblacién dan lugar solamente a una
progenie diferenciada. Formalmente es posible que las células que comienzan como células madre avancen hacia
un fenotipo diferenciado, pero luego revierten y vuelven a expresar el fenotipo de la célula madre, un proceso que a
menudo se denomina, por ejemplo, “desdiferenciacién” o “reprogramacién” o “retrodiferenciacion”.

Debe entenderse que el término “diferenciacion” en el presente contexto significa la formacion de células que
expresan marcadores o caracteristicas que se sabe que estan asociadas con células que estdn mas especializadas
y mas cerca de convertirse en células diferenciadas terminalmente, que no pueden realizar division o diferenciacion
adicional. La diferenciacién progresiva o compromiso progresivo se refiere a la ruta a lo largo de la cual las células
progresan desde una célula menos comprometida, a una célula que esta cada vez mas comprometida con un tipo de
célula en particular, y en dltima instancia a una célula que esta diferenciada terminalmente. Las células que estan
mas especializadas (por ejemplo, han comenzado a progresar a lo largo de una ruta de diferenciaciéon progresiva)
pero aun no se han diferenciado terminalmente se denominan parcialmente diferenciadas. La diferenciacién es un
proceso de desarrollo mediante el cual las células adquieren un fenotipo especializado (por ejemplo, adquieren una
0 mas caracteristicas, rasgos distintivos o funciones distintos de otros tipos de células). En determinados casos, el
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fenotipo diferenciado puede referirse a un fenotipo celular que se encuentra en el punto final maduro en alguna ruta
de desarrollo (la denominada célula terminalmente diferenciada). En muchos (pero no en todos) los tejidos, el
proceso de diferenciacion esta relacionado con la salida del ciclo celular y, en estos casos, las células diferenciadas
terminalmente pierden o restringen en gran medida su capacidad de proliferar. Para los fines de la presente
invencion, debe entenderse que el término “diferenciacion” o “diferenciado” se refiere a células que estdn mas
especializadas en su destino y/o funciéon que en un punto anterior de su desarrollo, incluyendo por consiguiente tanto
células que estan terminalmente diferenciadas como células que (aunque no estan terminalmente diferenciadas) son
mas especializadas que en un punto anterior de su desarrollo.

En el contexto de los origenes y el desarrollo de las células (es decir, la ontogenia celular), “diferenciado” o “de
diferenciacion” es un término relativo que significa que una “célula diferenciada” es una célula que ha avanzado mas
en una ruta de desarrollo que la célula con la que estd comparandose. Por tanto, las células madre pueden
diferenciarse en células precursoras restringidas a un determinado linaje (tal como por ejemplo, una célula madre
mesodérmica), que a su vez puede diferenciarse en otros tipos de células precursoras mas avanzadas en la ruta en
cuestion (tal como un precursor de cardiomiocitos), y luego en una célula terminalmente diferenciada (que puede
desempefiar un papel caracteristico en un determinado tipo de tejido, y puede o no (dependiendo de las
circunstancias) retener la capacidad de proliferar adicionalmente.

Debe entenderse que el término “célula madre embrionaria” se refiere a las células madre pluripotentes que también
pueden obtenerse a partir de la masa celular interna de blastocistos. Las caracteristicas distintivas de una célula
madre embrionaria definen un fenotipo de célula madre embrionaria. En consecuencia, una célula tiene el fenotipo
de una célula madre embrionaria si posee una o mas de las caracteristicas/rasgos distintivos Unicos de una célula
madre embrionaria, de modo que la célula puede distinguirse de otras células. Las caracteristicas/rasgos distintivos
de las células madre embrionarias a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, capacidad proliferativa, perfil de
expresion génica, cariotipo, capacidad de diferenciacién, capacidad de respuesta a condiciones de cultivo
particulares, asi como posibles caracteristicas/rasgos distintivos adicionales.

El término “célula madre adulta” o “ASC” se usa para referirse a cualquier célula madre multipotente derivada de
tejido no embrionario, incluyendo tejido fetal, juvenil y adulto. Se han aislado células madre de una amplia variedad
de tejidos adultos incluyendo sangre, médula ésea, cerebro, epitelio olfativo, piel, pancreas, musculo esquelético y
musculo cardiaco. Los ejemplos de células madre adultas incluyen, pero no se limitan a, células madre
mesenquimatosas, células madre hematopoyéticas, células madre neurales, células madre de la cresta neural y
células madre pancreéticas. Tal como se indicd anteriormente, se ha encontrado que las células madre residen
basicamente en todos los tipos de tejido y dentro del contexto de la presente invencion, por tanto, pueden aislarse
poblaciones de células madre practicamente de cualquier tejido animal.

Debe entenderse que los términos “proliferar” y “proliferacion” se refieren a un aumento en el nimero de células en
una poblacién (crecimiento) mediante division celular. En general se entiende que la proliferacién celular es una
implicacién de la activacién coordinada de mdltiples rutas de transduccion de sefales (en respuesta al entorno que
rodea a una célula), incluyendo factores de crecimiento y otros mitégenos. La proliferacion celular también puede
promoverse mediante la liberacion de acciones negativas o de bloqueo de mecanismos y sefiales intracelulares y/o
extracelulares.

Los términos “renovacion” o “autorrenovacién” o “proliferacion” se usan indistintamente en el presente documento, y
debe entenderse que se refieren a la capacidad de las células madre para renovarse por si mismas dividiéndose en
el mismo tipo de célula no especializada durante largos periodos, por ejemplo, de muchos meses a afios. La
proliferacién puede referirse en algunos casos a la expansion de las células mediante la division repetida de una
sola célula en dos células hijas idénticas.

El término “embrionario” puede usarse, dentro del contexto de la presente invencion, para referirse a material fetal
(es decir, células o tejidos), es decir, células/tejidos que pueden obtenerse de un feto en desarrollo. Por definicion,
un embrion entra en el estadio fetal (es decir, se convierte en un feto) en el momento de la organogénesis (es decir,
cuando los 6rganos comienzan a formarse) y los tejidos y células usados en determinados ejemplos segun la
presente invencion se obtienen a partir de material fetal, es decir, a partir de la semana gestacional 6-10.
Normalmente, la definicion en seres humanos es que el periodo embrionario se extiende desde la fecundacion hasta
las ocho semanas después de la fecundacion, mientras que el periodo que comienza desde las ocho semanas y que
dura hasta el parto se define como el periodo fetal. Esencialmente, dentro del contexto de la presente invencion,
cuando se utilizan células y/o tejidos prenatales, normalmente son de caracter fetal, pero a veces también de
caracter embrionario.

Los términos “célula mesenquimatosa” o “mesénquima” o “células procedentes de una fraccién mesenquimatosa” o
“células madre mesenquimatosas” o “MSC” se usan indistintamente en el presente documento y pueden referirse,
para los fines de la presente invencion, en algunos casos, a las células fusiformes o estrelladas que se encuentran
entre el ectodermo y el endodermo de embriones jévenes, o células que se encuentran en tejido adulto, tal como
médula 6sea, mesodermo, sangre de corddn umbilical, gelatina de Wharton, masculo de adulto, brotes dentales en
desarrollo y/o liquido amniético. La mayoria de las células mesenquimatosas se derivan de capas mesodérmicas

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2777932 T3

establecidas, pero también pueden desarrollarse a partir del ectodermo de la cresta neural o el tubo neural en la
region cefalica. Debe entenderse que una “célula madre mesenquimatosa” o una “célula mesenquimatosa” se refiere
a una célula procedente de cualquier tejido adulto adecuado, tal como médula 6sea, mesodermo, sangre de cordén
umbilical, gelatina de Wharton, musculo de adulto, brotes dentales en desarrollo y/o liquido amniético, o procedente
de tejido conjuntivo fetal o embrionario. Ademas, pueden usarse células madre pluripotentes inducidas (es decir,
células iPS), que pueden derivarse de, por ejemplo, un fibroblasto humano, un hepatocito humano y/o una célula
sanguinea humana, en el contexto de la presente invencién, para derivar células Isl1*. Ademas, los progenitores
mesenquimatosos o progenitores mesodérmicos pueden denominarse células progenitoras de origen mesodérmico.
El mesodermo es la capa germinativa embrionaria media, situada entre el ectodermo y el endodermo, a partir de la
cual se desarrollan tejido conjuntivo, musculo, hueso y los aparatos genitourinario y circulatorio. Debe entenderse,
dentro del contexto de la presente invencion, que una célula procedente de la “fraccién mesenquimatosa” se refiere
a cualquier tipo de célula mesenquimatosa (es decir, una célula madre mesenquimatosa (MSC)) que puede
derivarse por ejemplo de cualquiera de las siguientes fuentes: médula d6sea, mesodermo, sangre de corddn
umbilical, gelatina de Wharton, muasculo de adulto, brotes dentales en desarrollo y/o liquido amniético. Las MSC
segun la presente invenciéon pueden obtenerse, por ejemplo, mediante aspiracion de la médula 6ésea, o mediante
aislamiento de sangre de cordon umbilical, o pueden extraerse del mesodermo de un feto y/o un embridn.

Debe entenderse que el término “linajes”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula con una
ascendencia comun o células con un destino de desarrollo comun. Debe entenderse que una célula que ha entrado
en un “linaje de islet 1" se refiere a la célula que es un progenitor Isl1* y que expresa Isl1*, y que puede
diferenciarse a lo largo de las rutas restringidas del linaje del progenitor Isl1*. Tales rutas pueden ser una o mas
rutas de linaje del desarrollo, por ejemplo, un linaje endotelial, un linaje cardiaco o un linaje de musculo liso. Por
ejemplo, una célula que ha entrado en el linaje Isl1* es una célula que tiene capacidad de diferenciarse en tres tipos
de células principales en el corazoén (es decir, células cardiacas, de musculo liso y endoteliales).

Debe entenderse que un “marcador” describe las caracteristicas/rasgos distintivos y/o el fenotipo de una célula y los
marcadores a menudo pueden usarse para la seleccion/identificacion de células que comprenden caracteristicas de
interés. Los marcadores variaran con las células especificas. Los marcadores son caracteristicas, ya sean
caracteristicas morfoldgicas, funcionales o bioquimicas (enzimaticas) de la célula de un tipo celular particular, o
moléculas expresadas por el tipo celular. Los marcadores son preferiblemente proteinas y mas preferiblemente
poseen al menos un epitopo para anticuerpos u otras moléculas de unién que pueden estar disponibles. Sin
embargo, un marcador puede ser cualquier molécula encontrada en una célula incluyendo, pero sin limitarse a,
proteinas (péptidos y polipéptidos), polisacaridos, acidos nucleicos, lipidos y esteroides. Algunos ejemplos de
caracteristicas/rasgos distintivos o caracteres morfologicos incluyen, por ejemplo, forma, tamafo y razén de nucleo
con respecto a citoplasma. Los ejemplos de caracteristicas o rasgos distintivos funcionales comprenden, por
ejemplo, la capacidad de migrar en determinadas condiciones, la capacidad de adherirse a determinados sustratos y
la capacidad para diferenciarse a lo largo de linajes particulares.

Los términos “sujeto” e “individuo” y “paciente” pueden usarse indistintamente en el presente documento y debe
entenderse que se refieren a un animal, por ejemplo un ser humano, a partir del cual pueden obtenerse células y/o a
quién se le proporciona tratamiento, incluyendo profilaxis o tratamiento preventivo (por ejemplo, usando las células
segun la presente invencion). Ventajosamente, el sujeto de los tratamientos tal como se describe en el contexto de
la presente invencion es un mamifero, preferiblemente un ser humano, u otros mamiferos, preferiblemente
mamiferos domesticados o de produccién.

Debe entenderse que las enfermedades, estados o trastornos cardiovasculares comprenden estados médicos
relacionados con el aparato cardiovascular (corazédn) o circulatorio (vasos sanguineos). Una respuesta a la lesion
miocardica sigue una ruta claramente definida en la que algunas células mueren mientras que otras entran en un
estado de hibernacién (en el que aun no estan muertas pero son disfuncionales). Esto va seguido por infiltracion de
células inflamatorias y deposicion de colageno como parte de un proceso de cicatrizacién. Esto sucede en paralelo
con el crecimiento de nuevos vasos sanguineos y un determinado grado de muerte celular continua. Se pretende
que el término enfermedades cardiovasculares comprenda todos los trastornos y enfermedades caracterizados por
funcién cardiaca insuficiente, no deseada o andémala, por ejemplo, cardiopatia congénita y cualquier estado que
conduzca a insuficiencia cardiaca congestiva en un sujeto, particularmente un sujeto humano, cardiopatia isquémica,
enfermedad cardiaca hipertensiva y enfermedad cardiaca hipertensiva pulmonar y enfermedad valvular. La funcién
cardiaca insuficiente o anémala puede implicar una enfermedad, lesion, traumatismo y/o envejecimiento, que
comprende, por ejemplo, enfermedades y/o trastornos del pericardio, valvulas cardiacas (por ejemplo, valvulas
estenosadas, valvulas insuficientes, enfermedad cardiaca reumatica, regurgitacién aértica, prolapso de la valvula
mitral), miocardio (infarto de miocardio, arteriopatia coronaria, insuficiencia cardiaca, angina, cardiopatia isquémica),
vasos sanguineos (por ejemplo, arteriosclerosis 0 aneurisma) o venas (por ejemplo, venas varicosas, hemorroides).
Debe entenderse que el término “isquemia” se refiere a cualquier isquemia tisular localizada debido a la reduccién
del flujo de entrada de sangre, y debe entenderse que el término “isquemia miocardica” comprende trastornos
circulatorios provocados por aterosclerosis coronaria y/o aporte inadecuado de oxigeno al miocardio. Un infarto
agudo de miocardio puede representar una lesion isquémica irreversible al tejido miocardico. Esta lesién puede dar
como resultado un acontecimiento oclusivo (por ejemplo, trombético o embdlico) en la circulacién coronaria,
produciendo un entorno en el que las demandas metabdlicas del miocardio estan superando el aporte de oxigeno al
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tejido miocardico.

El término “agente” se refiere a cualquier sustancia quimica, entidad o resto, que comprende por ejemplo (sin
limitacion) entidades proteicas y no proteicas, sintéticas y que se producen en la naturaleza. Un agente puede ser un
acido nucleico, andlogos de acido nucleico, péptidos, proteinas, anticuerpos, aptameros, oligbmeros de
aminoacidos, acidos nucleicos o hidratos de carbono que comprenden, por ejemplo, oligonucleétidos, ribozimas,
ADNzimas, glucoproteinas, proteinas, ARNip, lipoproteinas, aptameros y cualquier modificacién y combinaciones de
los mismos. También debe entenderse que los agentes incluyen posiblemente moléculas pequefas que tienen
determinados restos quimicos, que comprenden, por ejemplo, restos quimicos tales como restos alquilo, aromaticos
o heterociclilo, no sustituidos o sustituidos, que incluyen macrélidos, leptomicinas y productos naturales relacionados
o analogos de los mismos. Tal como se usa en el presente documento, el término “agente de activacion de Wnt” se
refiere a cualquier agente que active la ruta canénica de Wnt, o inhiba o suprima la actividad de los inhibidores de la
ruta candnica de Wnt. La activacion es preferiblemente activacion selectiva, lo que significa que la ruta de Wnt3 se
activa con la exclusion sustancial de los efectos (es decir, la activacién de la inhibicién) en rutas distintas de Wnt3.

Debe entenderse que el término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad que da como resultado
una mejora, alivio o remedio de la enfermedad, el trastorno o los sintomas de la enfermedad o el estado.

Los términos “administrar”, “introducir’ y “trasplantar” se usan indistintamente para los fines de la presente invencion,
por ejemplo en el contexto de la colocacién de progenitores Isl1* (por ejemplo, células Isl1* o cardiomiocitos que
expresan troponina T diferenciados usando los métodos de la presente invencion) en un sujeto. Una via o método
adecuado es uno que conduce a una localizacién al menos parcial de las células madre cardiovasculares en un sitio
deseado. Las células pueden administrarse (suministrarse) mediante cualquier via apropiada que dé como resultado
la administracién a una ubicacion/tejido/sitio deseado en el sujeto donde al menos una parte de las células o
componentes de las células permanece viable (el periodo de viabilidad de las células después de la administracion
puede ser de tan solo algunas horas a unos pocos dias, hasta varios afos).

Los modos de administracion adecuados para los fines de la presente invencién comprenden, por ejemplo (sin
limitacién) infusion e inyeccién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intraventricular, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracerebroespinal e intraesternal.

Debe entenderse que la expresiéon “excipiente farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a un material, composiciéon o vehiculo farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una carga
sélida o liquida, un diluyente, un excipiente, un portador, un disolvente o un material de encapsulacién, implicado en
suspender, mantener la actividad o llevar o transportar los agentes objeto desde un érgano, o parte del cuerpo,
hasta otro 6rgano, o parte del cuerpo.

Debe entenderse que el término “derivado” o “variante”, tal como se usa en el presente documento, se refiere, por
ejemplo, a un péptido, resto quimico o acido nucleico que difiere del polipéptido o &cido nucleico que se produce de
manera natural en al menos un aminodcido o &cido nucleico, por ejemplo deleciones, adiciones, sustituciones o
modificaciones de cadena lateral, pero que al mismo tiempo conserva una o mas funciones y/o actividades
especificas de la molécula que se produce de manera natural. Las sustituciones de aminoacidos pueden
comprender alteraciones en las que un aminoacido se reemplaza por un residuo de aminoacido diferente que se
produce de manera natural 0 no convencional, y estas sustituciones pueden ser conservativas 0 no conservativas.
La presente invencion se refiere, entre otros, al uso de agentes que activan la ruta canénica de Wnt. Los ejemplos
de agentes que activan Wnt pueden incluir, por ejemplo, polipéptidos, péptidos, acidos nucleicos, analogos de
acidos nucleicos, fagos, peptidomiméticos, anticuerpos, moléculas organicas pequefias o grandes, ribozimas o
moléculas inorganicas o cualquier combinacién de los mismos (opcionalmente que se producen de manera natural).
Los agentes que activan la ruta candénica de Wnt pueden incluir, por ejemplo, anticuerpos (policlonales o
monoclonales), anticuerpos neutralizantes, fragmentos de anticuerpos de unién a antigenos, péptidos, proteinas,
peptidomiméticos, aptameros, oligonucleétidos, hormonas, moléculas pequefas, &acidos nucleicos, analogos de
acidos nucleicos, hidratos de carbono o variantes de los mismos que funcionan para inactivar o activar uno o mas,
segln sea el caso, de acido nucleico y/o proteina participante en una ruta de Wnt tal como se describe en el
presente documento o como se conoce en la técnica. Debe entenderse que las realizaciones a modo de ejemplo
descritas anteriormente pueden modificarse sin apartarse del alcance de la invencién, entre otros con respecto a los
constituyentes, materiales y parametros de procedimiento descritos aplicados. La invencion se ejemplificara ahora
adicionalmente con los ejemplos adjuntos, que naturalmente también pueden modificarse sin apartarse del alcance
de la invencién.

Seccion experimental
Con el fin de desarrollar un sistema de cultivo libre de células alimentadoras donde pudiera seguirse el origen y la
expansion de células Isl1*, los inventores sintetizaron un constructo de plasmido que comprendia partes de la region

promotora de Isl1 unida a la proteina fluorescente verde (GFP) como marcador fluorescente. El plasmido se
introdujo en las células mediante electroporacion. Se marcaron células mesenquimatosas (i) derivadas de corazones
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embrionarios de rata, (ii) obtenidas de médula 6sea de rata, (iii) obtenidas de la médula 6sea de donantes jovenes
sanos, (iv) obtenidas de sangre de cordén humano, o (v) aisladas de fuentes amnidticas humanas, con el constructo
génico de Isl1 de manera simultanea a la adicion de medio que contenia Wnt (100 ng/ml de Wnt-3a y BIO 2,5 mM).
Las células alimentadoras usadas en estudios previos se reemplazaron en este protocolo por placas recubiertas
previamente con diversas lamininas que comprendian una cadena a5 (en particular lamininas 511, laminina 521 y
una combinacion de las mismas). En cultivo, las células crecieron hasta la confluencia y se realizaron pases cada
dos dias. En cada pase, se analizaron las células de manera inmunohistoquimica para determinar la expresion de
Isl1. Con cada pasaje sucesivo, aumentd la razén de células Isl1*, lo que también correspondia a la expresion de
Isl1 registrada directamente en la placa a través de la activacion del constructo génico de Isl1. En la fraccion inicial,
menos del 1% de las células expresaron Isl1, que aumento hasta el 73 + 18% después de dos semanas en cultivo.

En el plazo de dos semanas, la poblacién de células Isl1* se habia expandido 16 veces desde el inicio del protocolo
de Wnt + laminina y el 35% de las células seguian proliferando expresando Ki67 al final del procedimiento de cultivo.

Las poblaciones puras de células Isl1* no se habian derivado previamente de corazones fetales o embrionarios
humanos. Para estudiar la capacidad de la fraccion adherente de los corazones fetales o embrionarios humanos
(semanas de gestacion 5 a 10) para dar lugar a células Isl1*, estas células y las células aspiradas de médula dsea
humana o aisladas de sangre de cordén umbilical se marcaron con el constructo génico de Isl1* después de que las
células hubieran crecido hasta la confluencia y antes de sembrarse en placas recubiertas previamente con
laminina(s) que contenia(n) a5 segun la presente invencion. Adicionalmente, se utilizé de nuevo Wnt-3a 100 ng/ml
para activar la ruta canénica de Wnt, pero esta vez se excluy6 BIO y la concentracion de suero fetal bovino (FBS) se
aument6é hasta el 10%, las células proliferaron de manera similar a las células Isl1* de rata. Estas células
demostraron un patrén de crecimiento similar al de las células de rata y MSC de otros tejidos humanos (es decir,
células mesenquimatosas que pueden obtenerse de médula 6sea, células amniéticas o de sangre de cordén
umbilical), y después de dos semanas, las células se habian expandido casi 70 veces desde el inicio del protocolo,
generando un 92 + 2% de poblaciones puras de células Isl1*. Al final del procedimiento de cultivo, mas del 40% de
las células todavia seguian proliferando expresando Ki67.

La fraccién adherente inicial de los corazones fetales/embrionarios, que dan lugar a células Isl1* tanto humanas
como de rata, tienen un aspecto similar al de las células madre mesenquimatosas. Estas células pueden
caracterizarse con respecto a su expresion de antigenos de superficie. Por tanto, se prepararon células adherentes
de corazones embrionarios humanos (semana 6 de gestacion), que se expandieron durante cinco semanas seguido
de andlisis de FACS usando el panel mesenquimatoso. La fraccion adherente expres6 los marcadores de células
madre mesenquimatosas CD105, CD90, CD73 y CD44, mientras que fue negativa para los marcadores de linaje
hematopoyético CD14, CD19, CD34, CD45 y el marcador endotelial CD31 (figura 3). Se detectaron perfiles de
expresion similares usando células mesenquimatosas que pueden obtenerse de médula 6sea o células de sangre de
cordon umbilical. Para garantizar que las células no cambiaran su fenotipo durante la expansién, se extrajeron
muestras de células de diferentes fuentes y se estimularon segun el protocolo de Wnt/laminina. Esto produjo una
razon y cantidades similares de células Isl1*. Estos hallazgos llevan a concluir que las células Isl1™ pueden
generarse a partir de varias fuentes de células mesenquimatosas mediante la estimulacién de la ruta canénica de
Wnt cuando se cultiva en laminina(s) que comprende(n) una cadena o5.

Se estudié el perfil de expresidon génica de células Isl1™ de rata y ser humano cultivadas y se comparé con las
células Isl1™ presentes in vivo en los corazones embrionarios (figura 4). Estos estudios se realizaron para confirmar
que las células Isl1* cultivadas eran similares a las células Isl1™ que dan lugar al segundo campo cardiaco (SHF).
Para identificar un grupo central de factores de transcripcion que muy probablemente se activen en células Isl1*, se
identificaron factores de transcripcion relevantes que se ha demostrado que son importantes para regular el
desarrollo de SHF en ratones. Estos estudios han identificado un conjunto de factores de transcripcion que estan
intimamente implicados en la red transcripcional del SHF. Estos incluyen miembros de la clase NK de proteinas de
homeodominio, el factor de transcripcion de dedos de zinc GATA4, el factor de transcripcién de dominio MADS
Mef2c, los factores de transcripcion caja T y Forkhead, asi como la clase Hand de factores de hélice-bucle-hélice
basica (Hand). Posteriormente al factor de transcripcion Isl1, la ruta de Isl1-GATA4-Mef2c parece desempefar un
papel fundamental para la activacion de la cascada que induce la derivacion de los cardiomiocitos. Los factores Isl1
y GATA4 parecen interactuar para inducir la activacién del factor de transcripcién Mef2c, seguido por la regulacién
por incremento de los factores de transcripcion Nkx2.5 y Hand2. Otros reguladores clave del SHF son el factor de
transcripcion de Forkhead FoxH1, el factor de transcripcion Tbhx1, que depende de los factores Forkhead para su
activacion y finalmente Fgf8, que a su vez esta regulado por Tbx1. Ademas, el bloqueo de la sefnalizacién de Fgf
impide la expansion de las células Isl1™ en el SHF, lo que indica un efecto anterior en la ruta de Isl1. Las células Isl1*
de rata y ser humano cultivadas expresan los marcadores mesodérmicos TBX6 y Brachyury T, junto con los factores
de transcripcién clave mencionados anteriormente implicados en la red transcripcional del SHF, es decir, Isl1, Mef2c,
Nkx2.5, FoxH1, Tbx1, Fgf8 y Fgf10. Ademas, también expresan el marcador de cardiomiocitos temprano,
mesodermo posterior 1 (MESP1), mientras que son negativos para los marcadores de cardiomiocitos mas maduros,
troponina | (Tnl), troponina T (TnT) y las cadenas pesadas de miosina (Myh) 6y 7.

Las células Isl1* cultivadas demuestran un perfil de expresion génica similar al de las células Isl1™ aisladas de los
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corazones embrionarios, excepto que estas células tienen una expresion aun mayor de los marcadores de
cardiomiocitos tardios Myh, TnT y Tnl. En las células Isl1™ humanas cultivadas, la ruta de Isl1-GATA4-MEF2c esta
mas regulada por incremento que tanto en las células Isl1* de rata cultivadas como en las células Isl1* presentes in
vivo. Esto se correlaciona bien con la regulacién por incremento de los péptidos morfogénicos 6seos (BMP), que son
importantes para la estimulacién de la cardiogénesis temprana y la regulacién por incremento concomitante de los
marcadores de cardiomiocitos tempranos Nkx2.5 y MESP1.

Otros hallazgos importantes son que las células Isl1* tanto cultivas como presentes in vivo expresan los marcadores
de pluripotencia Tra-1, Sox2, Nanog y el antigeno 1 embrionario especifico de estadio (SSEA-1), mientras que al
mismo tiempo expresan nestina (NES), paired box 3 (PAX3), que se sabe que se expresa en células de la cresta
neural y, en menor medida, los marcadores de musculo liso miocardina (MYOCD) y Myh11.

Segin datos de microalineamientos, las células Isl1™ de rata y ser humano cultivadas son células madre
multipotentes con una firma genética (Isl1*, KDR", Nkx2.5", Mef2c*) que se ha demostrado que son eficaces para
diferenciarse en los tres linajes cardiovasculares con énfasis en los cardiomiocitos. Las células Isl1* cultivadas
también expresan los marcadores de células madre C-Kit, el marcador epicardico Thx18, junto con el marcador de
superficie multipotente SSEAT1, lo que hace que la relacion entre estos marcadores de seleccién usados para
identificar diferentes poblaciones de progenitores cardiacos sea un poco confusa. Quizds estos marcadores
identifican diferentes estados de activacion de células Isl1*, lo que al mismo tiempo demuestra la plasticidad de
estas células.

En estudios anteriores se ha demostrado que las células Isl1* estan localizadas durante el periodo embrionario y
postnatal en el infundibulo (OFT). Incluso en el corazén adulto pueden encontrarse células Isl1* residentes en esta
region y responden a isquemia al migrar desde el OFT hacia las regiones isquémicas. Esto podria implicar que las
células Isl1* responden a la isquemia miocardica dirigiéndose activamente a esta region. Con el fin de realizar un
seguimiento de la capacidad de direccionamiento de las células Isl1* in vivo y al mismo tiempo confirmar esta
migracion de manera inmunohistoquimica, se marcaron las células con luciferasa y transposones que expresan p-gal
mediante electroporacién. Puede realizarse un seguimiento de las células que expresan luciferasa in vivo con
obtencion de imagenes bioluminiscentes y las células que expresan B-gal pueden tefiirse para ensayos de
inmunohistoquimica. Mediante la utilizacion del sistema de transposon Sleeping-Beauty-100X (SB-100X), los
transgenes se integraron de manera estable en el genoma. Se inyectaron células Isl1* de rata marcadas en la pared
del ventriculo izquierdo en ratas inmunoincompetentes y se detect6 la migracién de las células Isl1* mediante un
sistema de obtencion de imagenes in vivo (IVIS®Spectrum CT) (PerkinElmer Inc., EE.UU.). En el plazo de 24 horas,
la mayoria de las células Isl1* habian comenzado a migrar hacia el infundibulo y, en menor medida, quedaron
células en el sitio de inyeccion (figuras 5A-C y 6A-C). Por el contrario, si las células Isl1™ se inyectaron en la region
periisquémica inducida por la ligadura de la arteria descendente anterior izquierda (LAD), la mayoria de las células
no migraron al OFT. En cambio, se encontraron en infarto, donde a las 2 semanas se habian alargado y dispuesto
en paralelo a los cardiomiocitos circundantes. Para caracterizar adicionalmente la capacidad de direccionamiento de
las células Isl1*, se inyectaron en el ventriculo izquierdo de corazones normales y se siguié su migracion con IVIS.
En el plazo de 24 horas, se detectaron células Isl1* en el OFT, pero después de la induccién de infarto de miocardio
a través de ligadura de LAD, las células migraron a la regién isquémica. Para estudiar adicionalmente las
caracteristicas de direccionamiento de las células Isl1*, se indujo un infarto de miocardio seguido por la
administracion por via intravenosa de células Isl1* marcadas a través de una vena de la cola. De nuevo, las células
migraron al infarto de miocardio. Estos resultados implican que las células Isl1* tienen capacidad de
direccionamiento, especialmente a regiones isquémicas del corazdn, pero también a zonas donde las células Isl1*
son residentes en el corazén embrionario y adulto. La explicacién para esta respuesta migratoria podria ser que
durante la isquemia miocardica, los cardiomiocitos circundantes regulan por incremento CXCR4, que es el receptor
para el factor 1 derivado de células estromales (SDF-1). Se sabe que las células madre mesenquimatosas expresan
SDF-1 y durante la isquemia estas células se dirigen desde la circulacion hacia la region infartada estimuladas a
través del eje SDF-1-CXCR4. Ademas, las células madre mesenquimatosas injertadas secretan SDF-1, que se
demostré que provocan el direccionamiento de los progenitores cardiacos al infarto. Segun los datos de
microalineamientos, las células Isl1* tanto cultivadas como especialmente las presentes in vivo expresan CXCR4,
que probablemente media el direccionamiento de las células Isl1™ hacia la regién isquémica. El eje SDF-1-CXCR4
también podria ser importante para dirigir las células Isl1* al OFT de un corazén normal, ya que las células Isl1*
presentes in vivo tienen una alta expresion de este receptor.

En este estudio se ha demostrado que es posible derivar poblaciones puras de células Isl1” de rata y ser humano de
células mesenquimatosas de la médula ésea de donantes jovenes sanos, de células mesenquimatosas obtenidas de
sangre de cordon umbilical, de fuentes de saco amnidtico y de células mesenquimatosas cardiacas
embrionarias/fetales en un sistema de cultivo donde las células alimentadoras se han reemplazado por lamininas
que comprenden una cadena a5 (en particular, lamininas 511, laminina 521 y una combinacion de las mismas), y
donde se usa un medio de cultivo que estimula la ruta candnica de Wnt. Tanto las células Isl1™ humanas como las
de rata tienen un perfil de expresién génica similar al de sus respectivas células presentes in vivo, pero son mas
inmaduras. Las células Isl1™ cultivadas tienen una firma genética que es favorable para la diferenciacion en los tres
linajes cardiovasculares y se dirigen activamente hacia el miocardio isquémico. En este estudio también se ha
ideado un método para diferenciar células Isl1* en células cardiacas (cardiomiocitos, células de musculo liso y
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células endoteliales), incluyendo laminina 111, 211 0 221, o cualquier combinacion de las mismas, en el medio de
cultivo. Estas caracteristicas son beneficiosas para el uso de células Isl1* para reparar corazones dafiados después
de un infarto de miocardio. Otro campo son las cardiopatias congénitas, donde los defectos que afectan el arco
aortico, las arterias pulmonares proximales y el infundibulo representan casi el 30% de todos los defectos cardiacos
congénitos. Estos defectos pueden deberse a alteraciones en la migracion, diferenciacion o proliferacion del SHF y
quizés en el futuro puedan usarse células Isl1” cultivadas ex vivo para el tratamiento in utero de estos defectos
cardiacos. Esto refleja la magnitud de la importancia de estos hallazgos, que con suerte afadiran una nueva
dimension a la cardiologia regenerativa.

Animales y ética

El comité para el cuidado de los animales del Hospital Universitario Karolinska aprobé todos los procedimientos
experimentales con animales. En este estudio se usaron ratas gestantes Sprague-Dawley (B&K Universal AB,
Sollentuna, Suecia) en el dia 14 de gestacion y ratas desnudas Rowett (RNU, genotipo rn/rnu) (Charles River
Deutchland Inc., Alemania) con un peso de 250-300 g. Para recoger tejido de médula 6sea y sangre de corddn
umbilical se obtuvo un permiso individual usando un procedimiento de consentimiento informado convencional y la
aprobacién previa del comité ético regional. Para recoger tejido embrionario humano (semanas de gestaciéon 5 a 10),
se obtuvo el permiso individual mediante un procedimiento de consentimiento informado convencional y la
aprobacién previa del comité ético regional. La investigacion se ajusta a los principios expuestos en la Declaracion
de Helsinki.

Clonacién del constructo Isl1-promotor y transfeccién de las células mesenquimatosas

Se amplificé un fragmento de ADN gendmico humano de 3 kb en el sentido de 5’ de un codén de inicio de Is/1 (-3 a
-3170 de ATG) mediante PCR con una ADN polimerasa Phusion de alta fidelidad (Thermo Scientific). Cebador
directo 5’ - aaa gag ctc GGT GTA ACA GCC ACA TTT -8 y cebador inverso 5’ - gga gaa ttc CTG TAA GAG GGA
GTA ATG TC -3'. Se clon6 el producto de PCR en la MCS del vector pEGFP-1 (Clontech Laboratories Inc., EE.UU.)
entre los sitios de escision de enzimas de restriccion Sacl y EcoRI. Se introdujo el plasmido Isl1 en las células de
rata y ser humano usando el sistema de electroporacion Neon™ (Invitrogen, EE.UU.). Se usaron células Isl1*
pancreaticas de cerdo como controles positivos, mientras que se usaron células endoteliales aérticas humanas
(HAEC) como controles negativos para el constructo génico de Isl1.

Derivacion y expansion de células Isl1* a partir de corazones de rata embrionarios

Para cada experimento, se usaron 10 ratas gestantes Sprague-Dawley (dia de gestacion, DG, 13 a 14). Se sacrificd
a las ratas en una camara de CO;, después de lo cual se extrajeron los embriones completos (aproximadamente 10
embriones/rata) a través de una incisién abdominal en la parte inferior de la linea media. De cada embrion se extrajo
el corazoén bajo el microscopio, se cortd en fragmentos pequefos y se enjuagd repetidamente con solucion salina
tamponada de Hank (HBSS) (GibcoBRL, NY, EE.UU.). Los fragmentos de corazon se predigirieron durante la noche
a 4°C en disolucion de tripsina 0,5 mg/ml en HBSS. La siguiente etapa fue preparar la fraccion mesenquimatosa, que
es una modificacion del protocolo desarrollado por Laugwitz y colaboradores (Laugwitz et al. 2005). Los fragmentos
de corazon predigeridos se trataron con colagenasa tipo Il (Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ) 240 U/ml
en HBSS, 2-3 ml por ronda en la estufa de incubacién a 37°C, durante de 10 a 15 min con agitacion suave. Entonces
se centrifugdé el sobrenadante a 330-350 g durante 8 min, se resuspendi6 en HBSS enfriado en hielo. Este
procedimiento se repitié hasta que los fragmentos de corazén se disociaron. Las células reunidas se lavaron
nuevamente, se centrifugaron a 330-350 g dos veces y se resuspendieron en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) 4,5/M199 (4:1) (GibcoBRL) que contenia un 10% de suero de caballo (GibcoBRL) y un 5% de
suero fetal bovino (FBS) (PAA Laboratories Inc., EE.UU.) con MycoZap (Lonza, Suiza). La fraccién mesenquimatosa
(adherente) se separd de los cardiomiocitos y las células endoteliales mediante dos rondas de cultivo en pocillos de
plastico durante 1 hora en la estufa de incubacion a 37°C, el 5% de CO: en el 3% de O,. Con el fin de realizar un
seguimiento de la derivacion de las células Isl1™ procedentes de la fraccion adherente, estas células se marcaron
con el constructo génico de Isl1 que contenia el promotor para el gen de Isl1 unido al gen de la proteina fluorescente
verde (GFP) (descrito anteriormente). Este constructo génico permite realizar un seguimiento de la derivacion de
células Isl1* directamente en la placa de cultivo. Para estimular la transformacion de las células mesenquimatosas
en células Isl1*, se separ6 la fraccion adherente usando TrypLE™Express (GibcoBRL) y se volvié a cultivar en
placas recubiertas con una capa delgada de laminina 511, 521 o una combinacion de estas, se cultivaron en medio
DMEM con alto contenido en glucosa (GibcoBRL), MycoZap (Lonza), Hepes (25 mM) (GibcoBRL), glutamina (2 mM)
(Fisher Scientific) y el 15% de FBS (PAA) en una estufa de incubacion a 37°C, el 5% de CO: en el 3% de O.. En la
confluencia (48 h), se separaron las células usando TrypLE™Express (GibcoBRL) y se volvieron a cultivar en placas
recubiertas con laminina 511, 521 o0 una combinaciéon de estas, en medio de Wnt que contenia DMEM/F12
complementado con 1 ml de B27 (GibcoBRL), el 2% de FBS (PAA), MycoZap (Lonza), factor de crecimiento
epidérmico (EGF, 10 ng/ml) (R & Dsystems, Minneapolis, EE.UU.), BIO 2,5 mM (Sigma-Aldrich, EE.UU.), Wnt 3a
(100 ng/ml) (R & Dsystems). En la confluencia, se realizaron pases de las células y volvieron a cultivarse en pocillos
recubiertos con laminina 511, 521 o una combinacién de estas, en el mismo medio. En cada pase, se recogieron
células para los andlisis descritos a continuacién. Después de dos semanas de tratamiento con el medio de Wnt, se
finalizd el procedimiento de cultivo y se recogieron las células para su analisis o inyecciones adicionales.
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Ademas, también se congelaron y se descongelaron células adherentes de diferentes puntos de tiempo. La
congelacién de las células adherentes cultivadas se realizé separando las células y resuspendiéndolas después de
la centrifugacion en medio de cultivo celular de congelacién enfriado Recovery™ (GibcoBRL). Las células se
transfirieron a viales de almacenamiento y se congelaron gradualmente (-1°C por minuto) hasta -70°C y luego se
transfirieron a nitrogeno liquido (-180°C). Cuando las células congeladas volvieron a estar en cultivo, se
descongelaron rapidamente hasta 37°C, se lavaron y se volvieron a cultivar en placas de plastico recubiertas con
laminina 511, 521 o una combinacidon de estas, en el mismo medio de Wnt y las mismas condiciones de cultivo
descritas anteriormente.

Derivacién y expansion de células Isl1* humanas

La aspiracion de células de médula ésea se llevd a cabo tal como se describié anteriormente a partir de donantes
humanos jovenes. Se recogieron células de sangre de cordon umbilical y células amnidticas y se aislaron usando
procedimientos convencionales habituales. El aborto se realizd6 segin una técnica descrita previamente por
Westgren et al. (Acta Scand Obstet Gynecol 73, 601-604 1994)). El material cardiaco se corté en fragmentos
pequerios y se predigiri6 durante la noche tal como se ha descrito para los corazones embrionarios de rata. Los
siguientes procedimientos siguieron las mismas etapas que para el cultivo de células Isl1” de rata, excepto que el
procedimiento de siembra en placa previo se ampli6 a 72 horas y se realizd en medio de células madre
mesenquimatosas con DMEM con bajo contenido en glucosa (GibcoBRL), el 10% de FBS (PAA) y MycoZap (Lonza).
Como alternativa, puede emplearse medio de cultivo libre de componentes no humanos, en el que el FBS se
reemplaza por plaquetas lisadas que pueden obtenerse de sangre humana. Con el fin de realizar un seguimiento de
la derivacién de las células Isl1*, las células mesenquimatosas se marcaron usando el misma constructo génico de
Isl1 que para la derivacién de las células Isl1* de rata. Para estimular la transformacion en células Isl1”, se usaron
condiciones de cultivo similares a las de las células Isl1* de rata con laminina 511, 521 o una combinacion de estas
como matriz de recubrimiento, pero con un medio de Wnt donde se excluyd BIO y el nivel de suero aumenté hasta el
15% de FBS (PAA) (o plaguetas humanas lisadas a una concentracion adecuada). Después de cada pase, las
células se guardaron para andlisis adicionales y después de 2 semanas se terminé el procedimiento de cultivo y se
recogieron las células para tincion inmunohistoquimica y analisis de microalineamiento. Las células
mesenquimatosas de diferentes periodos de tiempo también se congelaron y descongelaron tal como se describid
para las células Isl1* de rata.

Andlisis inmunohistoquimicos de las células Isl1* cultivadas

En cada pase y al final del procedimiento de cultivo, las células se citocentrifugaron y se analizaron
inmunohistoquimicamente para detectar la presencia de células Isl1™ y también se determiné Ki67 para detectar la
proliferacién celular. Las células citocentrifugadas se almacenaron inicialmente congeladas, seguido por fijacion en
formaldehido al 4%, se bloguearon con suero y se incubaron con los anticuerpos primarios; Isl1: anticuerpo de cabra
anti-Isl1 humano (R&D systems); Ki67: anticuerpo de ratéon anti-Ki67 de rata (clon MIB-5, DakoCytomation,
Dinamarca) y anticuerpo de ratdbn conjugado directo anti-Ki67 humano (clon MIB-1, DakoCytomation)
respectivamente. Para visualizar los anticuerpos primarios no conjugados, se lavaron las secciones y se incubaron
con los anticuerpos secundarios marcados con fluorescencia; Isl1: Alexa Fluor 488 — anticuerpo de conejo anti-cabra
(Molecular Probes, Invitrogen) y para Ki67: Alexa fluor 568 — anticuerpo de cabra anti-ratdon (Molecular Probes). Se
realiz6 tincién con anticuerpos de control, asi como tincién de tejidos de control negativos y positivos, para verificar
la especificidad de todos los anticuerpos.

Expansion de las células mesenquimatosas humanas para analisis de citometria de flujo

Se prepararon células madre mesenquimatosas (MSC) humanas de diferentes fuentes segun el mismo protocolo
descrito anteriormente. En lugar de cambiar al medio de Wnt, las MSC se mantuvieron en DMEM con alto contenido
en glucosa (GibcoBRL), MycoZap (Lonza), Hepes (25 mM) (GibcoBRL), glutamina (2 mM) (Fisher Scientific) y el
15% de FBS (PAA) durante cinco semanas a 37°C, aire humidificado que contenia el 5% de CO: y el 3% de O.. Se
realizaron pases de las células dos veces durante este tiempo, seguido de citometria de flujo. Con el fin de someter
a prueba que se habian expandido las MSC correctas, las células se transfirieron a pocillos recubiertos con laminina
511, 521 o una combinacién de estas, para el cultivo continuado durante otras dos semanas en medio de Wnt,
seguido por analisis inmunohistoquimico de la expresién de Isi1.

Citometria de flujo

Se lavaron aproximadamente 0,85x10° células por tincién individual en PBS, se centrifugaron una vez a 300 g
durante 5 min y se incubaron a 4°C durante 30 min con cantidades apropiadas de anticuerpo. Entonces se lavaron
las células marcadas en PBS igual que anteriormente. Para la caracterizacién de la fraccion mesenquimatosa se usé
el siguiente panel que contenia anticuerpos monoclonales (AcM) conjugados con fluorocromo contra los antigenos
de superficie humanos: CD31 (WM59), CD34 (581), CD73 (AD2), CD44 (G44-26), CD14 (MoP9), CD19 (HIB19),
CD105 (266) (todos de BD Biosciences, San José, CA); HLA DR (Tu36), CD45 (HI30) (Invitrogen) y CD90
(eBio5E10) (eBioscience Inc., EE.UU.). Cada clon de anticuerpo se titul6 a una concentracién de tincién éptima
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usando muestras humanas primarias. La adquisicién de datos se realiz6 en un dispositivo CyFlow ML (Partec
GmbH, Munster, Alemania), seguido por andlisis de datos con el software FloJo (TreeStar Inc., EE.UU.).

Microdiseccién de captura por laser (LCM)

Se recogieron criosecciones (7 um) de embriones de ratas completos (GD 13), cortados en un plano transversal
desde la cabeza hasta la cola y criosecciones (7 um) de un corazdén embrionario humano (semana gestacional 9,5) y
MSC derivadas de médula 6sea en portaobjetos de vidrio estériles, asi como en portaobjetos de vidrio recubiertos
con membrana de PEN (poli(naftalato de etileno)) de 1 um de espesor (Carl Zeiss, Alemania). Se escogieron las
zonas seleccionadas como objetivo, incluyendo tanto las positivas como las negativas para Isl1, para la captura
usando objetivos 10x y 40x. Las regiones negativas se recogieron del ventriculo izquierdo en desarrollo. La
crioseccion se realizé usando el protocolo 4-2-4, en el que cada portaobjetos se monté con 3 secciones. Al usar este
protocolo, se precedieron dos portaobjetos de membrana no tefiidos y les siguieron cuatro portaobjetos
crioseccionados, que posteriormente se tifieron hacia Isl1, usando los mismos anticuerpos primarios y secundarios
que para las células cultivadas. Estos protocolos tenian como objetivo localizar histoanatomicamente las zonas
positivas y negativas para Isl1, asi como generar un rendimiento de ARN de alta calidad. El procedimiento de
microdiseccion se realizd mediante la identificacion de las células de interés, que en la siguiente etapa se delinearon
y se cortaron mediante diseccion con laser. Se capturaron por laser las zonas positivas y negativas para Isl1
equivalentes y se aislo el ARN total utilizando el kit de aislamiento de ARN PicoPure (PicoPure RNA isolation kit,
Arcturus Engineering, Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante. La cantidad y la calidad del ARN se
determinaron usando el dispositivo 2100 Agilent Bioanalyzer, RNA 6000 Pico LabChip (Agilent, Palo Alto, CA,
EE.UU.). Todas las muestras de ARN se almacenaron en condiciones estériles a -80°C para analisis futuros. Se
cumplieron todas las medidas de seguridad para evitar la degradacion del ARN.

Andlisis de microalineamiento

Se aisldé el ARN total de células Isl1™ cultivadas de rata y ser humano utilizando el kit de aislamiento de ARN
PicoPure (PicoPure RNA isolation kit) siguiendo el protocolo del fabricante tal como se describidé en la seccidn
anterior. Cantidades equivalentes (aproximadamente 2 ng) de ARN total purificado de tejidos microdiseccionados,
asi como de células cultivadas se sometieron a transcripcion inversa y se amplificaron usando el sistema Ovation
Pico WTA (NuGEN Technologies, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se gener6 ADNc de
cadena de sentido usando el WT-Ovacition Exon Module (NUGEN Technologies). EI ADNc se fragmenté y se marco
usando el Encore Biotin Module (NUGEN). EI ADNc marcado se hibridé con los microalineamientos Affymetrix Rat
and Human Gene ST 1.0 (Affymetrix Inc., CA, EE.UU.) respectivamente. Se lavaron los GeneChip, se tifieron y se
examinaron usando el dispositivo Fluidic Station 450 y GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix).

El procesamiento previo de los datos de microalineamiento se realizdé en la herramienta Affymetrix Expression
Console (v. 1.1) (Affymetrix Inc.) usando los siguientes métodos: Resumen: PLIER; Correccion de fondo: PM-GCBG;
Normalizacion: Mediana global.

Generacién de matrices cromaticas

Se crearon matrices cromaticas con Qlucore Omics Explorer 2.2. La agrupacion jerarquica tanto de las muestras
como de las variables se realizé usando datos y métrica euclidea donde cada variable se normalizé6 a media 0 y
varianza 1. Se usaron la unién promedio y la transformacion log2 de las sefales. La escala de color de la matriz
cromatica varia desde el rojo (alta expresién) pasando por el negro (expresion promedio) hasta el verde (baja
expresion).

Anestesia y atencién posoperatoria

Se anestesiaron ratas RNU (genotipo rn/rnu, Charles River Deutschland Inc.) usadas para inyeccion intramiocardica
de células Isl1* de rata marcadas con una inyeccién subcutanea de midazolam (Dormicum, 5 mg/kg) (Algol Pharma
AB, Alemania), clorhidrato de medetomidina (Domitor vet, 0,1 mg/kg) (Orion Corp., Espoo, Finlandia), fentanilo
(0,3 mg/kg) (B. Braun Medical AG, Seesatz, Suiza) y posteriormente se intubaron endotraquealmente para poder
realizar las inyecciones intramiocardicas e inducir infartos de miocardio descritos a continuacion. Se mantuvo
ventilacién con presion positiva a una velocidad de 100 ciclos por minuto con un volumen corriente de 4-5 ml con
aire ambiental usando un respirador (7025 Rodent ventilator, UGO BASILE S.R.L, ltalia).

La anestesia se revirtio mediante una inyeccion intramuscular de flumazenilo (Lanexat, 0,1 mg/kg) (Hameln Pharma,
Alemania) y clorhidrato de tipamezol (Antisedan vet 5 mg/kg) (Orion Corp., Espoo, Finlandia). La analgesia
posoperatoria se mantuvo administrando clorhidrato de buprenorfina (Temgesic, 0,004 mg/kg/dos veces al dia
durante 3 dias) (Schering-Plough Corp., Bélgica). Se excluyeron del estudio las ratas que mostraron signos de
insuficiencia.

Estudio de la supervivencia in vivo y migracién de células Isl1* marcadas
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Las ratas RNU se dividieron en cuatro grupos dependiendo de cémo se inyectaron las células Isl1*. En cada
experimento, los corazones se expusieron a través de una toracotomia izquierda. En los grupos de infarto de
miocardio, la arteria descendente anterior izquierda (LAD) se ligd permanentemente y se confirmé la induccion de
infarto mediante cambio de color y discinesia de la pared anterolateral del ventriculo izquierdo. En cada experimento
se usaron 1 millon de células Isl1* marcadas (obtenidas o bien de tejido cardiaco o bien de médula 6sea), excepto
para el experimento intravenoso donde se inyectaron 4 millones de células. Antes de la inyeccion, las células Isl1* se
marcaron con 2 ug de pT2/C-fluc (Addgene, EE.UU.), 2 ug de pT2-B-gal y 1 ug de SB 100X utilizando el sistema de
electroporacién Neon™ (Invitrogen). Con el fin de detectar las células después de la implantacion en el miocardio, se
inyectd D-luciferina (300 mg/kg) por via intraperitoneal, seguido de 15 min de incubacion. La obtencion de imagenes
de bioluminiscencia se realizé en la siguiente etapa en el dispositivo IVIS®Spectrum CT (Perkin Elmer Inc.) usando
una exposicion de 5 min y ajustes de alta sensibilidad. Se obtuvieron imagenes de las ratas en una posicion ventral
para poder detectar la expresion de las células trasplantadas y cuantificar el flujo total usando el software Living
Image (Perkin Elmer Inc.). La imagen de TC correspondiente se realizd en un dispositivo Quantum FX uCT (Caliper,
Perkin Elmer Inc.) con un tiempo de exploracion de 17 s. Las imagenes luminiscentes se superpusieron en la
exploracion de TC correspondiente.

Las ratas se dividieron en los siguientes grupos: 1) inyeccién en la pared ventricular izquierda de un corazén normal
(n = 4); 2) Inyeccién en la region periisquémica del ventriculo izquierdo, directamente después de la induccién de un
infarto de miocardio (n = 4). Se realizé el seguimiento de la supervivencia y la distribucién celulares mediante VIS
(Perkin Elmer Inc.) y los corazones se recogieron a las 1 y 2 semanas para el andlisis inmunohistoquimico para
confirmar los datos de IVIS; 3) Inyeccién en la pared ventricular izquierda de un miocardio normal, seguido tres dias
después por la induccion de un infarto de miocardio a través de una nueva toracotomia y ligadura de LAD (n = 3); 4)
Induccion de un infarto de miocardio seguido por inyeccién intravenosa a través de la vena de la cola 8 horas
después de la induccion del infarto (n = 2). Dado que se encontré que la supervivencia y la distribucién celulares se
correlacionan bien con la sefal de IVIS, s6lo se realiz6 el seguimiento de los animales en los grupos 3 y 4 con IVIS
durante 1 semana.

Deteccion de células Isl1” de rata tras inyeccidn intramiocérdica

Los corazones se recogieron y se realizaron cortes congelados en secciones de 7 um de espesor. Se usaron
tinciones con hematoxilina y eosina para obtener una vision general de las diferentes zonas y subdominios de los
corazones. A partir de estas secciones, fue posible entonces dirigir la tincién de X-gal a las regiones de interés. La
tincion de X-gal se realizdé usando un kit de tincion de B-gal (K1465-01) (Invitrogen) siguiendo el protocolo del
fabricante.

Lista de secuencias

SEQ ID No. 1: Cadena alfa 1 de la laminina humana

21



ES 2777932 T3

MetArgGlyGlyValLeulLeuValLeulLeuLeuCysValAlaAlaGInCysArgGInArg
GlyLeuPheProAlalleLeuAsnLeuAlaSerAsnAlaHislleSerThrAsnAlaThr
CysGlyGluLysGlyProGluMetPheCysLysl euValGluHisValProGlyArgPro
ValArgAsnProGInCysArglleCysAspGlyAsnSerAlaAsnProArgGluArgHis
ProlleSerHisAlalleAspGlyThrAsnAsnTrpTrpGinSerProSerlleGInAsn
GlyArgGluTyrHisTrpValThrlleThrLeuAspLeuArgGinValPheGInValAla
TyrValllelleLysAlaAlaAsnAlaProArgProGlyAsnTrplleLeuGluArgSer
LeuAspGlyThrThrPheSerProTrpGInTyrTyrAlaValSerAspSerGluCysLeu
SerArgTyrAsnlleThrProArgArgGlyProProThrTyrArgAlaAspAspGluVal
lleCysThrSerTyrTyrSerArgLeuValProLeuGluHisGlyGlulleHisThrSer
LeulleAsnGlyArgProSerAlaAspAsplLeuSerProLysLeulLeuGluPheThrSer
AlaArgTyrlleArgLeuArgLeuGInArglieArgThrLeuAsnAlaAspl.euMetThr
LeuSerHisArgGluProLysGlulLeuAspProlleValThrArgArgTyrTyrTyrSer
lleLysAsplleSerValGlyGlyMetCyslleCysTyrGlyHisAlaSerSerCysPro
TrpAspGIluThrThrLysLysLeuGInCysGInCysGluHisAsnThrCysGlyGluSer
CysAsnArgCysCysProGlyTyrHisGInGInProTrpArgProGlyThrValSerSer
GlyAsnThrCysGluAlaCysAsnCysHisAsnLysAlal ysAspCysTyrTyrAspGlu
SerValAlaLysGInLysLysSerL euAsnThrAlaGlyGInPheArgGlyGlyGlyVal
CyslleAsnCysLeuGInAsnThrMetGlylleAsnCysGIuThrCyslleAspGlyTyr
TyrArgProHisLysValSerProTyrGluAspGluProCysArgProCysAsnCysAsp
ProValGlySerLeuSerSerValCysllel.ysAspAspLeuHisSerAsplLeuHisAsn
GlyLysGInProGlyGIinCysProCysLysGluGlyTyrThrGlyGluLysCysAspArg
CysGInLeuGlyTyrLysAspTyrProThrCysValSerCysGlyCysAsnProValGly
SerAlaSerAspGluProCysThrGlyProCysValCysLysGluAsnValGluGlyLys
AlaCysAspArgCysLysProGlyPheTyrAsnLeulysGluLysAsnProArgGlyCys
SerGluCysPheCysPheGlyValSerAspValCysSerSerLeuSerTrpProValGly
GInValAsnSerMetSerGlyTrpLeuValThrAsplLeulleSerProArgLysllePro
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SerGInGInAspAlalLeuGlyGlyArgHisGinValSerlieAsnAsnThrAlaValMet
GInArgLeuAlaProLysTyrTyrTrpAlaAlaProGluAlaTyrLeuGlyAsnLysLeu
ThrAlaPheGlyGlyPhelLeulLysTyrThrValSerTyrAsplleProValGluThrVal
AspSerAsnLeuMetSerHisAlaAspValllelleLysGlyAsnGlyLeuThrLeuSer
ThrGInAlaGluGlyLeuSerLeuGInProTyrGluGluTyrLeuAsnValValArgleu
ValProGluAsnPheGInAspPheHisSerLysArgGInlieAspArgAspGlinLeuMet
ThrValLeuAlaAsnValThrHisLeulLeulleArgAlaAsnTyrAsnSerAlaLysMet
AlaLeuTyrArgLeuGluSerValSerLeuAspllieAlaSerSerAsnAlalleAsplLeu
ValValAlaAlaAspValGluHisCysGluCysProGInGlyTyrThrGlyThrSerCys
GluSerCysLeuSerGlyTyrTyrArgValAspGlylleLeuPheGlyGlylleCysGin
ProCysGluCysHisGlyHisAlaAlaGluCysAsnValHisGlyValCyslleAlaCys
AlaHisAsnThrThrGlyValHisCysGluGInCysl.euProGlyPheTyrGlyGluPro
SerArgGlyThrProGlyAspCysGInProCysAlaCysProLeuThrlleAlaSerAsn
AsnPheSerProThrCysHisLeuAsnAspGlyAspGluValValCysAspTrpCysAla
ProGlyTyrSerGlyAlaTrpCysGluArgCysAlaAspGlyTyrTyrGlyAsnProThr
ValProGlyGluSerCysValProCysAspCysSerGlyAsnValAspProSerGluAla
GlyHisCysAspSerValThrGlyGluCysLeulysCysLeuGlyAsnThrAspGlyAla
HisCysGluArgCysAlaAspGlyPheTyrGlyAspAlaValThrAlaLysAsnCysArg
AlaCysGluCysHisValLysGlySerHisSerAlaValCysHisLeuGluThrGlyLeu
CysAspCysLysProAsnValThrGlyGInGInCysAspGInCysLeuHisGlyTyrTyr
GlyLeuAspSerGlyHisGlyCysArgProCysAsnCysSerValAlaGlySerValSer
AspGlyCysThrAspGluGlyGInCysHisCysValProGlyValAlaGlyLysArgCys
AspArgCysAlaHisGlyPheTyrAlaTyrGInAspGlySerCysThrProCysAspCys
ProHisThrGInAsnThrCysAspProGluThrGlyGluCysValCysProProHisThr
GInGlyValLysCysGluGluCysGluAspGlyHisTrpGly TyrAspAlaGluValGly
CysGInAlaCysAsnCysSerl euValGlySerThrHisHisArgCysAspValValThr
GlyHisCysGInCysLysSerlLysPheGlyGlyArgAlaCysAspGInCysSerLeuGly
TyrArgAspPheProAspCysValProCysAspCysAspl.euArgGlyThrSerGlyAsp
AlaCysAsnlLeuGluGInGlyLeuCysGlyCysValGluGluThrGlyAlaCysProCys
LysGluAsnValPheGlyProGInCysAsnGluCysArgGluGlyThrPheAiaLeuArg
AlaAspAsnProLeuGlyCysSerProCysPheCysSerGlyleuSerHisLeuCysSer
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GluLeuGIluAspTyrValArgThrProValThrLeuGlySerAspGinProLeulLeuArg
ValValSerGInSerAsnLeuArgGlyThrThrGluGlyValTyrTyrGInAlaProAsp
PhelLeuleuAspAlaAlaThrValArgGlnHislleArgAlaGluProPheTyrTrpArg
LeuProGInGInPheGInGlyAspGinLeuMetAlaTyrGlyGlyLyslLeulLysTyrSer
ValAlaPheTyrSerleuAspGlyValGlyThrSerAsnPheGluProGinVallLeulle
LysGlyGlyArglleArgLysGInVallieTyrMetAspAlaProAlaProGluAsnGly
ValArgGInGluGInGluValAlaMetArgGluAsnPheTrpLysTyrPheAsnSerVal
SerGluLysProValThrArgGluAspPheMetSerValLeuSerAsplleGluTyrlie
LeulleLysAlaSerTyrGlyGInGlyLeuGInGInSerArgileSerAsplleSerMet
GluValGlyArgLysAlaGluLyslLeuHisProGluGluGluValAlaSerLeuLeuGlu
AsnCysValCysProProGlyThrValGlyPheSerCysGlnAspCysAiaProGlyTyr
HisArgGlyLysLeuProAlaGlySerAspArgGlyProArgProLeuValAlaProCys
ValProCysSerCysAsnAsnHisSerAspThrCysAspProAsnThrGlyLysCyslLeu
AsnCysGlyAspAsnThrAlaGlyAspHisCysAspValCysThrSerGlyTyrTyrGly
LysValThrGlySerAlaSerAspCysAlalLeuCysAlaCysProHisSerProProAla
SerPheSerProThrCysValLeuGluGlyAspHisAspPheArgCysAspAlaCysLeu
LeuGlyTyrGluGlyLysHisCysGluArgCysSerSerSerTyrTyrGlyAsnProGin
ThrProGlyGlySerCysGInLysCysAspCysAsnProHisGlySerValHisGlyAsp
CysAspArgThrSerGlyGInCysValCysArgLeuGlyAlaSerGlyLeuArgCysAsp
GluCysGluProArgHislleLeuMetGluThrAspCysValSerCysAspAspGIuCys
ValGlyVallLeuLeuAsnAspLeuAspGlulleGlyAspAlaValLeuSerLeuAsnLeu
ThrGlyllelleProValProTyrGlylleLeuSerAsnLeuGluAsnThrThrLysTyr
LeuGInGluSerLeulLeulysGluAsnMetGinLysAspLeuGlyLyslleLysLeuGlu
GlyValAlaGluGluThrAspAsnLeuGInLysLyslL euThrArgMetLeuAlaSerThr
GInLysValAsnArgAlaThrGluArgllePheLysGluSerGInAspLeuAlalleAla
lleGluArgLeuGInMetSerlleThrGlulleMetGluLysThrThrLeuAsnGInThr
LeuAspGluAspPhelLeulLeuProAsnSerThrLeuGinAsnMetGInGInAsnGlyThr
SerlLeulLeuGlulleMetGinlleArgAspPhe ThrGIinLeuHisGInAsnAlaThrLeu
GluLeuLysAlaAlaGluAspLeuleuSerGInlieGInGluAsnTyrGInLysProLeu
GluGluLeuGluValleuLysGluAlaAlaSerHisValLeuSerLysHisAsnAsnGlu
LeuLysAlaAlaGluAlaLeuValArgGluAlaGluAlaLysMetGInGluSerAsnHis
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LeuLeuLeuMetValAsnAlaAsnLeuArgGluPheSerAspLysLysl euHisValGIn
GluGIuGInAsnLeuThrSerGluLeulleValGInGlyArgGlyLeulleAspAlaAla
AlaAlaGInThrAspAlaValGinAspAlaLeuGluHisLeuGluAspHisGInAspLys
LeuLeulLeuTrpSerAlaLyslleArgHisHislleAspAsplLeuVaiMetHisMetSer
GInArgAsnAlaValAspLeuValTyrArgAlaGluAspHisAlaAlaGluPheGInArg
LeuAlaAspValLeuTyrSerGlyLeuGluAsnlleArgAsnValSerLeuAsnAlaThr
SerAlaAlaTyrValHisTyrAsnlleGInSerLeulleGluGluSerGiluGluLeuAla
ArgAspAlaHisArgThrValThrGluThrSerLeulLeuSerGluSerLeuValSerAsn
GlyLysAlaAlaValGInArgSerSerArgPhelLeulysGluGlyAsnAsnLeuSerArg
LysLeuProGlylleAlaLeuGluLeuSerGluLeuArgAsnLysThrAsnArgPheGin
GluAsnAlaValGlulleThrArgGInThrAsnGluSerlLeuLeulleLeuArgAlalle
ProLysGlylleArgAspLysGlyAlaLysThrLysGluLeuAlaThrSerAlaSerGin
SerAlaValSerThrLeuArgAspValAlaGlyLeuSerGInGluLeuLeuAsnThrSer
AlaSerLeuSerArgValAsnThrThrLeuArgGluThrHisGInLeuLeuGInAspSer
ThrMetAlaThrLeuLeuAlaGlyArgLysVallLysAspValGlulleGinAlaAsnLeu
LeuPheAspArgLeulLysProleuLysMetLeuGluGluAsnLeuSerArgAsnLeuSer
GlulleLysLeuLeulleSerGInAlaArgLysGinAlaAlaSerlleLysValAlaVal
SerAlaAspArgAspCyslieArgAlaTyrGInProGlnlieSerSerThrAsnTyrAsn
ThrLeuThrLeuAsnValLysThrGInGluProAspAsnLeulLeuPheTyrLeuGlySer
SerThrAlaSerAspPheleuAlaValGluMetArgArgGlyArgValAlaPhelLeuTrp
AspLeuGlySerGlySerThrArgLeuGluPheProAspPheProlleAspAspAsnArg
TrpHisSerlleHisValAlaArgPheGlyAsnlieGlySerLeuSerValLysGluMet
SerSerAsnGInLysSerProThrLysThrSerLysSerProGlyThrAlaAsnVallLeu
AspValAsnAsnSerThrLeuMetPheValGlyGlyLeuGlyGlyGinlleLysLysSer
ProAlaValLysValThrHisPheLysGlyCysLeuGlyGluAlaPhelLeuAsnGlylLys
SerlleGlyLeuTrpAsnTyrlleGluArgGluGlyLysCysArgGlyCysPheGlySer
SerGInAsnGluAspProSerPheHisPheAspGlySerGlyTyrSerValValGluLys
SerLeuProAlaThrValThrGinllelleMetLeuPheAsnThrPheSerProAsnGly
LeuLeuLeuTyrLeuGlySerTyrGlyThrLysAspPheleuSerlleGluLeuPheArg
GiyArgVallLysValMetThrAspLeuGlySerGlyProlleThrLeuLeuThrAspArg
ArgTyrAsnAsnGlyThrTrpTyrLyslleAlaPheGInArgAsnArgLysGInGlyVal
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LeuAlaVallleAspAlaTyrAsnThrSerAsnLysGIuThrLysGInGlyGluThrPro
GlyAlaSerSerAspLeuAsnArgLeuAspLysAspProlleTyrValGlyGlyLeuPro
ArgSerArgValValArgArgGlyValThrThrLysSerPheValGlyCyslleLysAsn
LeuGlulleSerArgSerThrPheAspLeulLeuArgAsnSerTyrGlyValArgLysGly
CyslLeuLeuGluProlleArgSerValSerPhelLeuLysGlyGlyTyrlleGluLeuPro
ProLysSerLeuSerProGluSerGluTrpLeuValThrPheAlaThrThrAsnSerSer
GlyllelleLeuAlaAlaLeuGlyGlyAspValGluLysArgGlyAspArgGluGluAla
HisValProPhePheSerValMetLeulleGlyGlyAsnlleGluValHisValAsnPro
GlyAspGlyThrGlyLeuArgLysAlalLeul euHisAlaProThrGlyThrCysSerAsp
GlyGInAlaHisSerlleSerLeuValArgAsnArgArgllelleThrVValGlnLeuAsp
GluAsnAsnProValGluMetLysLeuGlyThrLeuValGluSerArgThrileAsnVal
SerAsnLeuTyrValGlyGlylleProGluGlyGluGlyThrSerLeuLeuThrMetArg
ArgSerPheHisGlyCyslleLysAsnLeullePheAsnLeuGluLeul euAspPheAsn
SerAlaValGlyHisGluGInValAspLeuAspThrCysTrpLeuSerGluArgProlLys
LeuAlaProAspAlaGluAspSerLysLeulLeuProGluProArgAlaPheProGluGin
CysValValAspAlaAlaLeuGluTyrValProGlyAlaHisGInPheGlyLeuThrGIn
AsnSerHisPhelleLeuProPheAsnGInSerAlaValArgLysLysLeuSerValGlu
LeuSerlleArgThrPheAlaSerSerGlyl eulleTyrTyrMetAlaHisGInAsnGin
AlaAspTyrAlaValLeuGInLeuHisGlyGlyArglL euHisPheMetPheAspLeuGly
LysGlyArgThrLysValSerHisProAlaLeulLeuSerAspGlyLysTrpHisThrVal
LysThrAspTyrValLysArgLysGlyPhelleThrValAspGlyArgGluSerProMet
ValThrValValGlyAspGlyThrMetLeuAspValGluGlyLeuPheTyrLeuGlyGly
LeuProSerGInTyrGInAlaArgLyslleGlyAsnlleThrHisSerlleProAlaCys
lleGlyAspValThrValAsnSerLysGInLeuAspLysAspSerProValSerAlaPhe
ThrValAsnArgCysTyrAlaValAlaGInGluGlyThrTyrPheAspGlySerGlyTyr
AlaAlalLeuValLysGIuGlyTyrLysValGInSerAspValAsnlleThrLeuGluPhe
ArgThrSerSerGInAsnGlyVallLeulLeuGlylleSerThrAlaLysValAspAlalle
GlyLeuGluLeuValAspGlyLysValLeuPheHisValAsnAsnGlyAlaGlyArglle
ThrAlaAlaTyrGluProLysThrAlaThrValLeuCysAspGlyLysTrpHisThrLeu
GInAlaAsnLysSerlLysHisArglleThrLeulleValAspGlyAsnAlaValGlyAla
GluSerProHisThrGInSerThrSerValAspThrAsnAsnProlieTyrValGlyGly

TyrProAlaGlyValLysGInLysCysLeuArgSerGInThrSerPheArgGlyCysLeu
ArgLysLeuAlaLeulleLysSerProGInValGInSerPheAspPheSerArgAlaPhe
GluLeuHisGlyValPheLeuHisSerCysProGlyThrGluSer

SEQ ID No. 2: Cadena alfa 2 de la laminina humana
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MetProGlyAlaAlaGlyValLeulLeulLeuleulLeulLeuSerGlyGlyLeuGlyGlyVal
GInAlaGInArgProGInGInGInArgGInSerGInAlaHisGInGInArgGlyLeuPhe
ProAlaValLeuAsnLeuAlaSerAsnAlalLeulieThrThrAsnAlaThrCysGlyGlu
LysGlyProGluMetTyrCysLyslL euValGluHisValProGlyGInProValArgAsn
ProGInCysArglleCysAsnGlInAsnSerSerAsnProAsnGInArgHisProlleThr
AsnAlalleAspGlyLysAsnThrTrpTrpGIinSerProSerlleLysAsnGlylleGlu
TyrHisTyrValThrileThrLeuAspLeuGInGInValPheGinlleAlaTyrVallle
ValLysAlaAlaAsnSerProArgProGlyAsnTrplleLeuGluArgSerLeuAspAsp
ValGluTyrLysProTrpGInTyrHisAlaValThrAspThrGluCysLeuThrLeuTyr
AsnlleTyrProArgThrGlyProProSerTyrAlaLysAspAspGluVallleCysThr
SerPheTyrSerlLyslleHisProLeuGluAsnGlyGlulleHislleSerLeulleAsn
GlyArgProSerAlaAspAspProSerProGluLeuLeuGluPheThrSerAlaArgTyr
lleArgLeuArgPheGInArglleArgThrLeuAsnAlaAspLeuMetMetPheAlaHis
LysAspProArgGlulleAspProlleValThrArgArgTyrTyrTyrSerValLysAsp
lleSerValGlyGlyMetCyslleCysTyrGlyHisAlaArgAlaCysProLeuAspPro
AlaThrAsnLysSerArgCysGluCysGluHisAsnThrCysGlyAspSerCysAspGin
CysCysProGlyPheHisGInLysProTrpArgAlaGlyThrPhelLeuThrLysThrGlu
CysGluAlaCysAsnCysHisGlyLysAlaGluGluCysTyrTyrAspGluAsnValAla
ArgArgAsnLeuSerLeuAsnlleArgGlyLysTyrlleGlyGlyGlyValCysllieAsn
CysThrGInAsnThrAlaGlylleAsnCysGluThrCysThrAspGlyPhePheArgPro
LysGlyValSerProAsnTyrProArgProCysGInProCysHisCysAspProlleGly
SerlLeuAsnGluValCysVallLysAspGluLysHisAlaArgArgGlyLeuAlaProGly
SerCysHisCysLysThrGlyPheGlyGlyValSerCysAspArgCysAlaArgGly Tyr
ThrGlyTyrProAspCysLysAlaCysAsnCysSerGlyLeuGlySerLysAsnGluAsp
ProCysPheGlyProCyslleCysLysGluAsnValGluGlyGlyAspCysSerArgCys
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LysSerGlyPhePheAsnLeuGInGluAspAsnTrpLysGlyCysAspGluCysPheCys
SerGlyValSerAsnArgCysGinSerSerTyrTrpThrTyrGlyLyslleGInAspMet
SerGlyTrpTyrLeuThrAspLeuProGlyArglleArgValAlaProGInGInAspAsp
LeuAspSerProGInGinlleSerlleSerAsnAlaGluAlaArgGinAlaLeuProHis
SerTyrTyrTrpSerAlaProAlaProTyrLeuGlyAsnLysLeuProAlaValGlyGly
GinLeuThrPheThrileSerTyrAsplLeuGluGluGluGluGluAspThrGluArgVal
LeuGInLeuMetllelleLeuGluGlyAsnAsplLeuSerlieSerThrAlaGInAspGlu
ValTyrLeuHisProSerGluGluHisThrAsnValLeulLeulLeulLysGluGluSerPhe
ThrlleHisGlyThrHisPheProValArgArgLysGluPheMetThrVailLeuAlaAsn
LeuLysArgValLeulLeuGInlleThrTyrSerPheGlyMetAspAlallePheArgLeu
SerSerValAsnLeuGluSerAlaValSerTyrProThrAspGlySerlleAlaAlaAla
ValGluValCysGInCysProProGlyTyrThrGlySerSerCysGluSerCysTrpPro
ArgHisArgArgValAsnGlyThrllePheGlyGlylleCysGluProCysGInCysPhe
GlyHisAlaGluSerCysAspAspValThrGlyGiuCysl.euAsnCysLysAspHisThr
GlyGlyProTyrCysAsplysCysLeuProGlyPheTyrGlyGluProThrLysGlyThr
SerGluAspCysGInProCysAlaCysProLeuAsnlleProSerAsnAsnPheSerPro
ThrCysHisLeuAspArgSerl.euGlyLeulleCysAspGlyCysProValGlyTyrThr
GlyProArgCysGluArgCysAlaGluGlyTyrPheGlyGInProSerValProGlyGly
SerCysGInProCysGInCysAsnAspAsnLeuAspPheSerlleProGlySerCysAsp
Serl.euSerGlySerCysLeulleCysLysProGlyThrThrGlyArgTyrCysGluLeu
CysAlaAspGlyTyrPheGlyAspAlaValAspAlaLysAsnCysGInProCysArgCys
AsnAlaGlyGlySerPheSerGluValCysHisSerGInThrGlyGInCysGluCysArg
AlaAsnValGInGlyGInArgCysAspLysCyslLysAlaGlyThrPheGlylL euGInSer
AlaArgGlyCysValProCysAsnCysAsnSerPheGlySerLysSerPheAspCysGlu
GluSerGlyGInCysTrpCysGInProGlyValThrGlyLysLysCysAspArgCysAla
HisGlyTyrPheAsnPheGInGIuGlyGlyCysThrAlaCysGluCysSerHisLeuGly
AsnAsnCysAspProLysThrGlyArgCyslleCysProProAsnThrlleGlyGluLys
CysSerLysCysAlaProAsnThrTrpGlyHisSerlleThrThrGlyCysLysAlaCys
AsnCysSerThrValGlySerLeuAspPheGInCysAsnValAsnThrGlyGInCysAsn
CysHisProLysPheSerGlyAlaLysCysThrGluCysSerArgGlyHisTrpAsnTyr
ProArgCysAsnLeuCysAspCysPhelLeuProGlyThrAspAlaThrThrCysAspSer
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GluThrLysLysCysSerCysSerAspGInThrGlyGInCysThrCysLysValAsnVal
GluGlylleHisCysAspArgCysArgProGlyLysPheGlylLeuAspAlaLysAsnPro
LeuGlyCysSerSerCysTyrCysPheGlyThrThrThrGInCysSerGluAlaLysGly
LeulleArgThrTrpValThrLeuLysAlaGluGInThrlleLeuProLeuValAspGlu
AlaLeuGInHisThrThrThrLysGlylleValPheGInHisProGlulleValAlaHis
MetAspLeuMetArgGluAspLeuHisLeuGluProPheTyrTrpLysLeuProGluGlin
PheGIluGlyLysLyslLeuMetAlaTyrGlyGlyLysl euLysTyrAlalleTyrPheGlu
AlaArgGluGluThrGlyPheSerThrTyrAsnProGinValllelleArgGlyGlyThr
ProThrHisAlaArgllelleValArgHisMetAlaAlaProleulleGlyGInLeuThr
ArgHisGlulleGluMetThrGluLysGluTrpLysTyrTyrGlyAspAspProArgVal
HisArgThrValThrArgGluAspPhelLeuAsplleLeuTyrAsplleHis TyrlleLeu
lleLysAlaThrTyrGlyAsnPheMetArgGInSerArglleSerGlulleSerMetGlu
ValAlaGluGInGlyArgGlyThrThrMetThrProProAlaAspLeulleGluLysCys
AspCysProLeuGlyTyrSerGlyLeuSerCysGluAlaCysLeuProGlyPheTyrArg
LeuArgSerGInProGlyGlyArgThrProGlyProThrLeuGlyThrCysValProCys
GInCysAsnGlyHisSerSerLeuCysAspProGluThrSerlleCysGInAsnCysGin
HisHisThrAlaGlyAspPheCysGluArgCysAlaleuGlyTyrTyrGlylleValLys
GlyLeuProAsnAspCysGInGInCysAlaCysProlLeulleSerSerSerAsnAsnPhe
SerProSerCysValAlaGluGlyLeuAspAspTyrArgCysThrAlaCysProArgGly
TyrGluGlyGInTyrCysGluArgCysAlaProGlyTyrThrGlySerProGlyAsnPro
GlyGlySerCysGInGluCysGluCysAspProTyrGlySerLeuProValProCysAsp
ProValThrGlyPheCysThrCysArgProGlyAlaThrGlyArgLysCysAspGlyCys
LysHisTrpHisAlaArgGluGly TrpGluCysValPheCysGlyAspGluCysThrGly
LeuLeulLeuGlyAsplLeuAlaArgLeuGluGIinMetValMetSerlleAsnLeuThrGly
ProLeuProAlaProTyrLysMetLeuTyrGlyLeuGluAsnMetThrGInGluLeulLys
HisLeuLeuSerProGInArgAlaProGluArgLeulleGlInLeuAlaGluGlyAsnLeu
AsnThrLeuValThrGluMetAsnGluLeuLeuThrArgAlaThrLysValThrAlaAsp
GlyGluGInThrGlyGInAspAlaGluArgThrAsnThrArgAlaLysSerLeuGlyGlu
PhelleLysGluLeuAlaArgAspAlaGluAlaValAsnGluLysAlalleLysLeuAsn
GiuThrLeuGlyThrArgAspGluAlaPheGluArgAsnLeuGluGlyLeuGInLysGlu
lleAspGInMetlleLysGluLeuArgArgLysAsnLeuGluThrGinLysGlulleAla
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GluAspGluLeuValAlaAlaGluAlaLeulLeuLysLysVallLysLysLeuPheGlyGlu
SerArgGlyGluAsnGluGluMetGluLysAsplLeuArgGluLysLeuAlaAspTyrLys
AsnLysValAspAspAlaTrpAsplLeuleuArgGluAlaThrAspLyslleArgGiuAla
AsnArgLeuPheAlaValAsnGInLysAsnMetThrAlaLeuGluLysLysLysGluAla
ValGluSerGlyLysArgGlnlieGluAsnThrLeuLysGluGlyAsnAsplleLeuAsp
GluAlaAsnArgLeuAlaAspGlulleAsnSerllelleAspTyrValGluAsplleGin
ThrLysLeuProProMetSerGluGluLeuAsnAspLysllieAspAsplLeuSerGinGlu
lleLysAspArgLysLeuAlaGluLysValSerGInAlaGluSerHisAlaAlaGInLeu
AsnAspSerSerAlaVallLeuAspGlylleLeuAspGluAlaLysAsnlleSerPheAsn
AlaThrAlaAlaPheLysAlaTyrSerAsnlleLysAspTyrlleAspGluAlaGluLys
ValAlalLysGluAlaLysAsplLeuAlaHisGluAlaThrLysLeuAlaThrGlyProArg
GlyLeuLeuLysGluAspAlaLysGlyCysLeuGInLysSerPheArglieLeuAsnGlu
AlaLysl ysLeuAlaAsnAspVallLysGluAsnGluAspHisLeuAsnGlylLeulLysThr
ArglleGluAsnAlaAspAlaArgAsnGlyAsplLeuleuArgThrLeuAsnAspThrLeu
GlyLyslL euSerAlalleProAsnAspThrAlaAlaLysLeuGInAlaValLysAspLys
AlaArgGInAlaAsnAspThrAlaLysAspValLeuAlaGInlleThrGluLeuHisGin
AsnLeuAspGlyLeulysLysAsnTyrAsnLysLeuAlaAspSerValAlaLysThrAsn
AlaValValLysAspProSerlLysAsnLysllelleAlaAspAlaAspAlaThrVallLys
AsnLeuGluGInGluAlaAspArgLeulleAspLysLeulysProlleLysGluLeuGlu
AspAsnlLeulLysLysAsnlleSerGlulleLysGluLeulleAsnGInAlaArgLysGIn
AlaAsnSerlleLysValSerValSerSerGlyGlyAspCyslleArgThrTyrLysPro
GlulleLysLysGlySerTyrAsnAsnlleValValAsnValLysThrAiaValAlaAsp
AsnLeuleuPheTyrLeuGlySerAlaLysPhelleAspPhelLeuAlalleGluMetArg
LysGlyLysValSerPheLeuTrpAspValGlySerGlyValGlyArgValGluTyrPro
AspLeuThrlleAspAspSerTyrTrpTyrArglleValAlaSerArgThrGlyArgAsn
GlyThrlleSerValArgAlaLeuAspGlyProLysAlaSerlleValProSerThrHis
HisSerThrSerProProGlyTyrThrlleLeuAspValAspAlaAsnAlaMetLeuPhe
ValGlyGlyLeuThrGlyLysLeulLysLysAlaAspAlaValArgVallleThrPheThr
GlyCysMetGlyGluThrTyrPheAspAsnLysProlleGlyLeuTrpAsnPheArgGlu
LysGluGlyAspCysLysGlyCysThrValSerProGInValGluAspSerGluGlyThr
lleGIinPheAspGlyGluGlyTyrAlaLeuValSerArgProlleArgTrpTyrProAsn
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lleSerThrValMetPheLysPheArgThrPheSerSerSerAlaLeuLeuMetTyrLeu
AlaThrArgAsplLeuArgAspPheMetSerValGluLeuThrAspGlyHislleLysVal
SerTyrAsplLeuGlySerGlyMetAlaSerValValSerAsnGInAsnHisAsnAspGly
LysTrpLysSerPheThrLeuSerArglleGInLysGInAlaAsnlleSerlleValAsp
lleAspThrAsnGInGluGluAsnlleAlaThrSerSerSerGlyAsnAsnPheGlyLeu
AspLeuLysAlaAspAspLyslleTyrPheGlyGlylLeuProThrLeuArgAsnLeuSer
MetLysAlaArgProGluValAsnLeuLyslLysTyrSerGlyCysLeulLysAsplleGlu
lleSerArgThrProTyrAsnlleLeuSerSerProAspTyrValGlyValThrLysGly
CysSerLeuGluAsnValTyrThrValSerPheProlLysProGlyPheValGluLeuSer
ProValProlleAspValGlyThrGlulleAsnLeuSerPheSerThrLysAsnGluSer
GlyllelleLeuLeuGlySerGlyGlyThrProAlaProProArgArgLysArgArgGln
ThrGlyGInAlaTyrTyrVallleLeuleuAsnArgGlyArglLeuGluValHisLeuSer
ThrGlyAlaArgThrMetArgLyslleVallleArgProGluProAsnLeuPheHisAsp
GlyArgGluHisSerValHisValGluArgThrArgGlyllePheThrValGlnValAsp
GluAsnArgArgTyrMetGInAsnLeuThrValGluGInProlleGluValLysLysLeu
PheValGlyGlyAlaProProGluPheGInProSerProLeuArgAsnlleProProPhe
GluGlyCyslleTrpAsnLeuVallleAsnSerValProMetAspPheAlaArgProVal
SerPhelysAsnAlaAsplleGlyArgCysAlaHisGInLysLeuArgGluAspGluAsp
GlyAlaAlaProAlaGlulleVallleGInProGluProValProThrProAlaPhePro
ThrProThrProValLeuThrHisGlyProCysAlaAlaGluSerGluProAlaleulLeu
lleGlySerLysGInPheGlyLeuSerArgAsnSerHislleAlalleAlaPheAspAsp
ThrLysValLysAsnArglLeuThrlleGluLeuGluValArgThrGluAlaGluSerGly
LeuLeuPheTyrMetAlaArglleAsnHisAlaAspPheAlaThrValGInLeuArgAsn
GlyLeuProTyrPheSerTyrAspLeuGlySerGlyAspThrHisThrMetlleProThr
LyslleAsnAspGlyGinTrpHisLyslleLyslleMetArgSerLysGInGluGlylle
LeuTyrValAspGlyAlaSerAsnArgThrlleSerProLysLysAlaAsplleLeuAsp
ValValGlyMetLeuTyrValGlyGlyLeuProlleAsnTyrThrThrArgArglleGly
ProValThrTyrSerlleAspGlyCysValArgAsnLeuHisMetAlaGluAlaProAla
AsplLeuGluGInProThrSerSerPheHisValGlyThrCysPheAlaAsnAlaGinArg
GlyThrTyrPheAspGlyThrGlyPheAlaLysAlaValGlyGlyPhelLysValGlylLeu
AspLeulLeuValGluPheGluPheArgThrThrThrThrThrGlyValLeuLeuGlylle

SerSerGinLysMetAspGlyMetGlylleGluMetlieAspGluLysLeuMetPheHis
ValAspAsnGlyAlaGlyArgPheThrAlaValTyrAspAlaGlyValProGlyHisLeu
CysAspGlyGInTrpHisLysValThrAlaAsnLyslleLysHisArglleGluLeuThr
ValAspGlyAsnGInValGluAlaGInSerProAsnProAlaSerThrSerAlaAspThr
AsnAspProValPheValGlyGlyPheProAspAsplLeulLysGInPheGlyLeuThrThr
SerlleProPheArgGlyCyslleArgSerLeulLysLeuThrLysGlyThrGlyLysPro
LeuGluValAsnPheAlalLysAlalLeuGluLeuArgGlyValGInProValSerCysPro
AlaAsn
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SEQ ID No. 3: Cadena alfa 5 de la laminina humana

MetAlaLysArgLeuCysAlaGlySerAlalLeuCysValArgGlyProArgGlyProAla
ProLeulLeulLeuValGlyLeuAlalLeul euGlyAlaAlaArgAlaArgGluGluAlaGly
GlyGlyPheSerlLeuHisProProTyrPheAsnLeuAlaGluGlyAlaArglleAlaAla
SerAlaThrCysGlyGluGluAlaProAlaArgGlySerProArgProT hrGluAsplLeu
TyrCysLysLeuValGlyGlyProValAlaGlyGlyAspProAsnGInThrlleArgGly
GInTyrCysAsplleCysThrAlaAlaAsnSerAsnLysAlaHisProAlaSerAsnAla
lleAspGlyThrGluArgTrpTrpGinSerProProLeuSerArgGlyLeuGluTyrAsn
GluValAsnValThrl.euAsplLeuGlyGInValPheHisValAlaTyrValLeulleLys
PheAlaAsnSerProArgProAspleuTrpValLeuGluArgSerMetAspPheGlyArg
ThrTyrGInProTrpGInPhePheAlaSerSerLysArgAspCysLeuGluArgPheGly
ProGInThrLeuGluArglleThrArgAspAspAlaAlalleCysThrThrGluTyrSer
ArglleValProLeuGluAsnGlyGlulleValValSerLeuValAsnGlyArgProGly
AlaMetAsnPheSerTyrSerProleul euArgGluPheThrLysAlaThrAsnValArg
LeuArgPhelLeuArgThrAsnThrLeulLeuGlyHisLeuMetGlylLysAlalLeuArgAsp
ProThrValThrArgArg TyrTyrTyrSerlleLysAsplleSerlleGlyGlyArgCys
ValCysHisGlyHisAlaAspAlaCysAspAlalLysAspProThrAspProPheArglLeu
GInCysThrCysGInHisAsnThrCysGlyGlyThrCysAspArgCysCysProGlyPhe
AsnGInGInProTrpLysProAlaThrAlaAsnSerAlaAsnGIuCysGInSerCysAsn
CysTyrGlyHisAlaThrAspCysTyrTyrAspProGluValAspArgArgArgAlaSer
GInSerLeuAspGlyThrTyrGInGlyGlyGlyValCyslieAspCysGInHisHisThr
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ThrGlyValAsnCysGluArgCysLeuProGlyPheTyrArgSerProAsnHisProlLeu
AspSerProHisValCysArgArgCysAsnCysGluSerAspPheThrAspGlyThrCys
GluAspLeuThrGlyArgCysTyrCysArgProAsnPheSerGlyGluArgCysAspVal
CysAlaGluGlyPheThrGlyPheProSerCysTyrProThrProSerSerSerAsnAsp
ThrArgGluGinValLeuProAlaGlyGlinlieValAsnCysAspCysSerAlaAlaGly
ThrGInGlyAsnAlaCysArgLysAspProArgValGlyArgCysLeuCysLysProAsn
PheGInGlyThrHisCysGluLeuCysAlaProGlyPheTyrGlyProGlyCysGInPro
CysGInCysSerSerProGlyValAlaAspAspArgCysAspProAspThrGlyGInCys
ArgCysArgValGlyPheGluGlyAlaThrCysAspArgCysAlaProGlyTyrPheHis
PheProLeuCysGInLeuCysGlyCysSerProAlaGlyThrLeuProGluGlyCysAsp
GluAlaGlyArgCysl.euCysGInProGluPheAlaGlyProHisCysAspArgCysArg
ProGlyTyrHisGlyPheProAsnCysGInAlaCysThrCysAspProArgGlyAlaleu
AspGInLeuCysGlyAlaGlyGlyLeuCysArgCysArgProGlyTyrThrGlyThrAla
CysGInGluCysSerProGlyPheHisGlyPheProSerCysValProCysHisCysSer
AlaGluGlySerlLeuHisAlaAlaCysAspProArgSerGlyGInCysSerCysArgPro
ArgValThrGlyLeuArgCysAspThrCysValProGlyAlaTyrAsnPheProTyrCys
GluAlaGlySerCysHisProAlaGlyLeuAlaProValAspProAlaLeuProGluAla
GInValProCysMetCysArgAlaHisValGluGlyProSerCysAspArgCysLysPro
GlyPheTrpGlyLeuSerProSerAsnProGluGlyCysThrArgCysSerCysAspleu
ArgGlyThrLeuGlyGlyValAlaGluCysGInProGly ThrGlyGInCysPheCysLys
ProHisValCysGlyGlInAlaCysAlaSerCysLysAspGlyPhePheGlyLeuAspGIn
AlaAspTyrPheGlyCysArgSerCysArgCysAsplleGlyGlyAlalL euGlyGInSer
CysGluProArgThrGlyValCysArgCysArgProAsnThrGInGlyProThrCysSer
GluProAlaArgAspHisTyrLeuProAsplLeuHisHisLeuArgLeuGluLeuGluGlu
AlaAlaThrProGluGlyHisAlaValArgPheGlyPheAsnProLeuGluPheGluAsn
PheSerTrpArgGlyTyrAlaGInMetAlaProValGInProArglleValAlaArgLeu
AsnLeuThrSerProAsplLeuPheTrpLeuValPheArgTyrValAsnArgGlyAlaMet
SerValSerGlyArgValSerValArgGluGluGlyArgSerAlaThrCysAlaAsnCys
ThrAlaGInSerGInProValAlaPheProProSerThrGluProAlaPhelleThrVal
ProGinArgGlyPheGlyGluProPheVallLeuAsnProGlyThrTrpAlaLeuArgVal
GluAlaGluGlyValLeuLeuAspTyrValValLeulLeuProSerAlaTyrTyrGluAla
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AlaLeulLeuGInLeuArgVaiThrGluAlaCysThrTyrArgProSerAlaGInGInSer
GlyAspAsnCyslLeulLeuTyrThrHisLeuProLeuAspGlyPheProSerAlaAlaGly
LeuGluAlaLeuCysArgGInAspAsnSerLeuProArgProCysProThrGluGInLeu
SerProSerHisProProlLeulleThrCysThrGlySerAspValAspValGlnLeuGIin
ValAlaValProGInProGlyArgTyrAlaLeuValValGluTyrAlaAsnGluAspAla
ArgGInGluValGlyValAlaValHis ThrProGInArgAiaProGInGInGlylLeulLeu
SerLeuHisProCysLeuTyrSerThrLeuCysArgGlyThrAlaArgAspThrGInAsp
HisLeuAlaValPheHisLeuAspSerGluAlaSerValArgLeuThrAlaGluGlnAla
ArgPhePhelLeuHisGlyValThrLeuValProlleGluGluPheSerProGluPheVal
GluProArgValSerCyslleSerSerHisGlyAlaPheGlyProAsnSerAlaAlaCys
LeuProSerArgPheProLysProProGinProllelleLeuArgAspCysGinVallle
ProLeuProProGlyLeuProLeuThrHisAlaGinAspLeuThrProAlaMetSerPro
AlaGlyProArgProArgProProThrAlaValAspProAspAlaGluProThrLeulLeu
ArgGluProGInAlaThrValValPheThrThrHisValProThrLeuGlyArgTyrAla
PhelLeulLeuHisGlyTyrGInProAlaHisProThrPheProValGluVallLeulleAsn
AlaGlyArgValTrpGInGlyHisAlaAsnAlaSerPheCysProHisGlyTyrGlyCys
ArgThrLeuValValCysGluGlyGInAlalLeutLeuAspValThrHisSerGluLeuThr
ValThrValArgValProLysGlyArgTrpLeuTrpLeuAspTyrValLeuValValPro
GluAsnValTyrSerPheGlyTyrLeuArgGluGluProLeuAspLysSerTyrAspPhe
lleSerHisCysAlaAlaGInGlyTyrHislleSerProSerSerSerSerLeuPheCys
ArgAsnAlaAlaAlaSerLeuSerLeuPheTyrAsnAsnGlyAlaArgProCysGlyCys
HisGluValGlyAlaThrGlyProThrCysGluProPheGlyGlyGInCysProCysHis
AlaHisVallleGlyArgAspCysSerArgCysAlaThrGlyTyrTrpGlyPheProAsn
CysArgProCysAspCysGlyAlaArgLeuCysAspGluLeuThrGlyGInCyslleCys
ProProArgThrlieProProAspCyslLeulLeuCysGInProGInThrPheGlyCysHis
ProLeuValGlyCysGluGluCysAsnCysSerGlyProGlylleGInGluLeuThrAsp
ProThrCysAspThrAspSerGlyGInCysLysCysArgProAsnValThrGlyArgArg
CysAspThrCysSerProGlyPheHisGlyTyrProArgCysArgProCysAspCysHis
GluAlaGlyThrAlaProGlyValCysAspProLeuThrGlyGInCysTyrCysLysGlu
AsnValGInGlyProLysCysAspGInCysSerLeuGlyThrPheSerLeuAspAlaAla
AsnProlLysGlyCysThrArgCysPheCysPheGlyAlaThrGluArgCysArgSerSer
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SerTyrThrArgGInGluPheValAspMetGluGly TrpValLeuLeuSerThrAspArg
GInValValProHisGluArgGInProGlyThrGluMetLeuArgAlaAspLeuArgHis
ValProGluAlaValProGluAlaPheProGluLeuTyrTrpGInAlaProProSerTyr
LeuGlyAspArgValSerSerTyrGlyGlyThrLeuArgTyrGluLeuHisSerGluThr
GlInArgGlyAspValPheValProMetGluSerArgProAspValValLeuGInGlyAsn
GInMetSerlleThrPheLeuGluProAlaTyrProThrProGlyHisValHisArgGly
GInLeuGInLeuValGluGlyAsnPheArgHisThrGluThrArgAsnThrValSerArg
GluGluLeuMetMetVallLeuAlaSerLeuGluGinLeuGInlleArgAlaLeuPheSer
GlnlleSerSerAlaValPhelLeuArgArgValAlaLeuGluValAlaSerProAlaGly
GInGlyAlaLeuAlaSerAsnValGluLeuCysLeuCysProAlaSerTyrArgGlyAsp
SerCysGInGluCysAlaProGlyPheTyrArgAspValLysGlyLeuPhelLeuGlyArg
CysValProCysGInCysHisGlyHisSerAspArgCyslLeuProGlySerGlyValCys
ValAspCysGInHisAsnThrGluGlyAlaHisCysGluArgCysGinAlaGlyPheVal
SerSerArgAspAspProSerAlaProCysValSerCysProCysProLeuSerValPro
SerAsnAsnPheAlaGluGlyCysVallLeuArgGlyGlyArgThrGInCysLeuCysLys
ProGlyTyrAlaGlyAlaSerCysGluArgCysAlaProGlyPhePheGlyAsnProLeu
ValLeuGlySerSerCysGInProCysAspCysSerGlyAsnGlyAspProAsnLeuleu
PheSerAspCysAspProLeuThrGlyAlaCysArgGlyCysLeuArgHisThrThrGly
ProArgCysGlulleCysAlaProGlyPheTyrGlyAsnAlaLeuLeuProGlyAsnCys
ThrArgCysAspCysThrProCysGlyThrGluAlaCysAspProHisSerGlyHisCys
LeuCysLysAlaGlyValThrGlyArgArgCysAspArgCysGInGluGlyHisPheGly
PheAspGlyCysGlyGlyCysArgProCysAlaCysGlyProAlaAlaGluGlySerGlu
CysHisProGInSerGlyGInCysHisCysArgProGlyThrMetGlyProGInCysArg
GluCysAlaProGlyTyrTrpGlyLeuProGluGInGlyCysArgArgCysGInCysPro
GlyGlyArgCysAspProHisThrGlyArgCysAsnCysProProGlyLeuSerGlyGlu
ArgCysAspThrCysSerGInGInHisGlnValProValProGlyGlyProValGlyHis
SerlleHisCysGluValCysAspHisCysValValLeulLeul euAspAspLeuGluArg
AlaGlyAlaleuLeuProAialleHisGluGInLeuArgGlylleAsnAlaSerSerMet
AlaTrpAlaArgLeuHisArgLeuAsnAlaSerlleAlaAsplLeuGInSerGinLeuArg
SerProLeuGlyProArgHisGluThrAlaGInGinLeuGluVaiLeuGluGInGInSer
ThrSerLeuGlyGInAspAlaArgArgLeuGlyGlyGInAlaValGlyThrArgAspGin
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AlaSerGInLeulLeuAlaGlyThrGluAlaThrLeuGlyHisAlaLysThrLeuLeuAla
AlalleArgAlaValAspArgThrLeuSerGluLeuMetSerGInThrGlyHisLeuGly
LeuAlaAsnAlaSerAlaProSerGlyGluGinLeulLeuArgThrLeuAlaGluValGlu
ArgLeuLeuTrpGluMetArgAlaArgAsplLeuGlyAlaProGInAlaAlaAlaGluAla
GluLeuAlaAlaAlaGInArgLeuleuAlaArgValGInGluGInLeuSerSerLeuTrp
GluGluAsnGInAlaLeuAlaThrGInThrArgAspArgLeuAlaGInHisGluAlaGly
LeuMetAspl.euArgGluAlaLeuAsnArgAlaValAspAlaThrArgGluAlaGInGlu
LeuAsnSerArgAsnGInGluArgLeuGluGluAlaLeuGInArgLysGInGluLeuSer
ArgAspAsnAlaThrLeuGInAlaThrLeuHisAlaAlaArgAspThrLeuAlaSerVal
PheArgLeulLeuHisSerLeuAspGInAlaLysGluGluLeuGluArgLeuAlaAlaSer
LeuAspGlyAlaArgThrProLeuleuGInArgMetGInThrPheSerProAlaGlySer
LysLeuArgLeuValGluAlaAlaGluAlaHisAlaGInGInLeuGlyGlnLeuAlalLeu
AsnLeuSerSerllelleLeuAspValAsnGInAspArgLeuThrGInArgAlalleGlu
AlaSerAsnAlaTyrSerArglleLeuGInAlaValGInAlaAlaGluAspAlaAlaGly
GInAlaLeuGInGInAlaAspHisThrTrpAlaThrValValArgGInGlyLeuValAsp
ArgAlaGInGInLeul euAlaAsnSerThrAlalLeuGluGluAlaMetLeuGInGluGin
GInArgLeuGlyLeuValTrpAlaAlaLeuGInGlyAlaArgThrGInLeuArgAspVal
ArgAlalLysLysAspGInLeuGluAlaHislleGInAlaAlaGInAlaMetLeuAlaMet
AspThrAspGluThrSerLysLyslleAlaHisAlaLysAlaValAlaAlaGluAlaGin
AspThrAlaThrArgValGInSerGinLeuGIinAlaMetGInGluAsnValGluArgTrp
GInGlyGInTyrGluGlyLeuArgGlyGinAspLeuGlyGinAlaValLeuAspAlaGly
HisSerValSerThrLeuGluLysThrLeuProGInLeulLeuAlaLyslLeuSerlleLeu
GluAsnArgGlyValHisAsnAlaSerl_euAlaLeuSerAlaSerlleGlyArgValArg
GluLeulleAlaGInAlaArgGlyAlaAlaSerLysValLysValProMetLysPheAsn
GlyArgSerGlyValGInLeuArgThrProArgAsplLeuAlaAspLeuAlaAlaTyrThr
AlaLeulLysPheTyrLeuGInGlyProGluProGluProGlyGinGlyThrGluAspArg
PheValMetTyrMetGlySerArgGInAlaThrGlyAspTyrMetGlyValSerLeuArg
AspLysLysValHisTrpValTyrGInLeuGlyGluAlaGlyProAlaVallLeuSerlle
AspGluAsplleGlyGluGInPheAlaAlaValSerLeuAspArgThrLeuGInPheGly
HisMetSerValThrValGluArgGinMetlleGInGluThrLysGlyAspThrValAla
ProGlyAlaGluGlyLeuLeuAsnLeuArgProAspAspPheValPheTyrValGlyGly
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TyrProSerThrPheThrProProProLeuleuArgPheProGlyTyrArgGlyCyslle
GluMetAspThrLeuAsnGluGluValValSerLeuTyrAsnPheGluArgThrPheGIin
LeuAspThrAlaValAspArgProCysAlaArgSerLysSerThrGlyAspProTrpLeu
ThrAspGlySerTyrLeuAspGlyThrGlyPheAlaArglleSerPheAspSerGinlle
SerThrThrLysArgPheGluGInGluLeuArgLeuValSerTyrSerGlyValLeuPhe
PheleuLysGInGInSerGInPheleuCysleuAlaValGInGluGlySerLeuValLeu
LeuTyrAspPheGlyAlaGlylLeulLysLysAlaValProLeuGIinProProProProLeu
ThrSerAlaSerLysAlalleGinValPhelLeulLeuGlyGlySerArgLysArgVallLeu
ValArgValGluArgAlaThrValTyrSerValGluGinAspAsnAspLeuGluLeuAla
AspAlaTyrTyrLeuGlyGlyValProProAspGinLeuProProSerLeuArgArglLeu
PheProThrGlyGlySerValArgGlyCysValLysGlylleLysAlalLeuGlyLysTyr
ValAsplLeulLysArgLeuAsnThrThrGlyValSerAlaGlyCysThrAlaAspLeuleu
ValGlyArgAlaMetThrPheHisGlyHisGlyPhelLeuArglLeuAlalLeuSerAsnVal
AlaProLeuThrGlyAsnValTyrSerGlyPheGlyPheHisSerAlaGInAspSerAla
LeuLeuTyrTyrArgAlaSerProAspGlyLeuCysGInValSerLeuGInGInGlyArg
ValSerLeuGInLeulLeuArgThrGluVallLysThrGInAlaGlyPheAlaAspGlyAla
ProHisTyrValAlaPheTyrSerAsnAlaThrGlyValTrpLeuTyrValAspAspGIn
LeuGInGInMetLysProHisArgGlyProProProGluLeuGInProGInProGIluGly
ProProArgLeulLeuleuGlyGlyLeuProGluSerGlyThrlleTyrAsnPheSerGly
CyslleSerAsnValPheValGInArgLeul euGlyProGInArgValPheAsplLeuGin
GinAsnLeuGlySerValAsnValSerThrGlyCysAlaProAlaLeuGInAlaGInThr
ProGlyLeuGlyProArgGlyLeuGInAlaThrAlaArgLysAlaSerArgArgSerArg
GInProAlaArgHisProAlaCysMetLeuProProHisl.euArgThrThrArgAspSer
TyrGInPheGlyGlySerleuSerSerHisLeuGiluPheValGlylleLeuAlaArgHis
ArgAsnTrpProSerLeuSerMetHisValLeuProArgSerSerArgGlyLeuleuleu
PheThrAlaArgLeuArgProGlySerProSerLeuAlaLeuPhelLeuSerAsnGlyHis
PheValAlaGInMetGluGlyLeuGlyThrArgLeuArgAlaGInSerArgGInArgSer
ArgProGlyArgTrpHisLysValSerValArgTrpGluLysAsnArglleLeulLeuVal
ThrAspGlyAlaArgAlaTrpSerGInGluGlyProHisArgGInHisGInGlyAlaGlu
HisProGInProHisThrLeuPheValGlyGlylL euProAlaSerSerHisSerSerlLys
LeuProValThrValGlyPheSerGlyCysVallLysArgLeuArgLeuHisGlyArgPro
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LeuGlyAlaProThrArgMetAlaGlyValThrProCyslleLeuGlyProLeuGluAla
GlyLeuPhePheProGlySerGlyGlyVallleThrLeuAspLeuProGlyAlaThrLeu
ProAspValGlyLeuGluLeuGluValArgProLeuAlaValThrGlyLeullePheHis
LeuGlyGInAlaArgThrProProTyrLeuGInLeuGInValThrGluLysGInVallLeu
LeuArgAlaAspAspGlyAlaGlyGluPheSerThrSerValThrArgProSerVallLeu
CysAspGlyGInTrpHisArgLeuAlaValMetLysSerGlyAsnValLeuArgLeuGlu
ValAspAlaGInSerAsnHisThrValGlyProLeulLeuAlaAlaAlaAlaGlyAlaPro
AlaProLeuTyrLeuGlyGiylLeuProGluProMetAlaValGInProTrpProProAla
TyrCysGlyCysMetArgArgLeuAlaValAsnArgSerProValAlaMetThrArgSer
ValGluValHisGlyAlaValGlyAlaSerGlyCysProAlaAla

SEQ ID No 4: Cadena beta 1 de la laminina humana

MetGlyLeulLeuGInLeuLeuAlaPheSerPhelLeuAlaLeuCysArgAlaArgValArg
AlaGInGluProGluPheSerTyrGlyCysAlaGluGlySerCysTyrProAlaThrGly
AsplLeuleulleGlyArgAlaGinLysLeuSerValThrSerThrCysGlyl.euHisLys
ProGluProTyrCyslleValSerHisLeuGInGluAspLysLysCysPheileCysAsn
SerGinAspProTyrHisGluThrLeuAsnProAspSerHisLeulleGluAsnValVal
ThrThrPheAlaProAsnArgLeuLyslle TrpTrpGInSerGluAsnGlyValGluAsn
ValThrlieGinLeuAspLeuGluAlaGluPheHisPheThrHisLeulleMetThrPhe
LysThrPheArgProAlaAlaMetLeulleGluArgSerSerAspPheGlyLysThrTrp
GlyValTyrArgTyrPheAlaTyrAspCysGluAlaSerPheProGlylleSerThrGly
ProMetLysLysValAspAspllelleCysAspSerArgTyrSerAsplleGluProSer
ThrGluGlyGluValllePheArgAlaLeuAspProAlaPhelLyslleGluAspProTyr
SerProArglleGInAsnLeuleuLyslleThrAsnLeuArglleLysPheVallLysLeu
HisThrLeuGlyAspAsnLeulLeuAspSerArgMetGlulleArgGluLysTyrTyrTyr
AlaValTyrAspMetValValArgGlyAsnCysPheCysTyrGlyHisAlaSerGluCys
AlaProValAspGlyPheAsnGluGluValGluGlyMetValHisGlyHisCysMetCys
ArgHisAsnThrLysGlyLeuAsnCysGluLeuCysMetAspPheTyrHisAsplLeuPro
TrpArgProAlaGluGlyArgAsnSerAsnAlaCysLysLysCysAsnCysAsnGluHis
SerlleSerCysHisPheAspMetAlaValTyrLeuAlaThrGlyAsnValSerGlyGly
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ValCysAspAspCysGInHisAsnThrMetGlyArgAsnCysGluGInCysLysProPhe
TyrTyrGinHisProGluArgAsplleArgAspProAsnPheCysGIuArgCysThrCys
AspProAlaGlySerGInAsnGluGlylleCysAspSerTyrThrAspPheSerThrGly
LeulleAlaGlyGInCysArgCysLysLeuAsnValGluGlyGluHisCysAspValCys
LysGluGlyPheTyrAspLeuSerSerGluAspProPheGlyCysLysSerCysAlaCys
AsnProLeuGlyThrlleProGlyGlyAsnProCysAspSerGluThrGlyHisCysTyr
CysLysArgLeuValThrGlyGInHisCysAspGInCysLeuProGluHisTrpGlyLeu
SerAsnAspLeuAspGlyCysArgProCysAspCysAsplLeuGlyGlyAlal.euAsnAsn
SerCysPheAlaGluSerGlyGInCysSerCysArgProHisMetlleGlyArgGInCys
AsnGluValGluProGlyTyrTyrPheAlaThrLeuAspHisTyrLeuTyrGluAlaGlu
GluAlaAsnLeuGlyProGlyValSerlleValGluArgGInTyrlleGInAspArglle
ProSerTrpThrGlyAlaGlyPheValArgValProGluGlyAlaTyrLeuGluPhePhe
lleAspAsnlleProTyrSerMetGluTyrAsplieLeulleArgTyrGluProGInLeu
ProAspHisTrpGluLysAlaVallleThrValGInArgProGlyArglleProThrSer
SerArgCysGlyAsnThrlleProAspAspAspAsnGinValValSerLeuSerProGly
SerArgTyrValValLeuProArgProValCysPheGluLysGlyThrAsnTyrThrVal
Argl.euGluLeuProGInTyrThrSerSerAspSerAspValGluSerProTyrThrLeu
lleAspSerLeuValLeuMetProTyrCysLysSerLeuAspllePheThrValGlyGly
SerGlyAspGlyValValThrAsnSerAlaTrpGluThrPheGInArgTyrArgCysLeu
GluAsnSerArgSerValValLysThrProMetThrAspValCysArgAsnllellePhe
SerlleSerAlaLeulLeuHisGInThrGlyLeuAlaCysGluCysAspProGInGlySer
LeuSerSerValCysAspProAsnGlyGlyGInCysGInCysArgProAsnValValGly
ArgThrCysAsnArgCysAlaProGlyThrPheGlyPheGlyProSerGlyCyslLysPro
CysGluCysHisLeuGInGlySerValAsnAlaPheCysAsnProVal ThrGlyGInCys
HisCysPheGInGlyValTyrAlaArgGInCysAspArgCysLeuProGlyHisTrpGly
PheProSerCysGInProCysGInCysAsnGlyHisAlaAspAspCysAspProValThr
GlyGluCysLeuAsnCysGinAspTyrThrMetGlyHisAsnCysGluArgCysLeuAla
GlyTyrTyrGlyAspProllelleGlySerGlyAspHisCysArgProCysProCysPro
AspGlyProAspSerGlyArgGInPheAlaArgSerCysTyrGInAspProValThrLeu
GlnLeuAlaCysValCysAspProGlyTyrlleGlySerArgCysAspAspCysAlaSer
GlyTyrPheGlyAsnProSerGluValGlyGlySerCysGInProCysGInCysHisAsn
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AsnlleAspThrThrAspProGluAlaCysAspLysGluThrGlyArgCysLeul ysCys
LeuTyrHisThrGluGlyGluHisCysGInPheCysArgPheGly TyrTyrGlyAspAla
LeuGInGInAspCysArgLysCysValCysAsnTyrLeuGlyThrValGInGluHisCys
AsnGlySerAspCysGInCysAspLysAlaThrGlyGInCysleuCysLeuProAsnVal
lleGlyGInAsnCysAspArgCysAlaProAsnThrTrpGinLeuAlaSerGlyThrGly
CysAspProCysAsnCysAsnAlaAlaHisSerPheGlyProSerCysAsnGluPheThr
GlyGInCysGInCysMetProGlyPheGlyGlyArgThrCysSerGluCysGInGluLeu
PheTrpGlyAspProAspValGluCysArgAlaCysAspCysAspProArgGlylleGlu
ThrProGInCysAspGInSerThrGlyGInCysValCysValGluGlyValGluGlyPro
ArgCysAspLysCysThrArgGlyTyrSerGlyValPheProAspCysThrProCysHis
GInCysPheAlaLeuTrpAspVallielleAlaGluLeuThrAsnArgThrHisArgPhe
LeuGluLysAlalLysAlal eulLyslieSerGlyVallleGlyProTyrArgGluThrVal
AspSerValGluArgLysValSerGlulleLysAsplleLeuAlaGInSerProAlaAla
GluProLeuLysAsnlleGlyAsnLeuPheGluGluAlaGluLysLeulleLysAspVal
ThrGluMetMetAlaGInValGluValLysLeuSerAspThrThrSerGInSerAsnSer
ThrAlaLysGluLeuAspSerLeuGInThrGluAlaGluSerLeuAspAsnThrValLys
GluLeuAlaGluGInLeuGluPhelleLysAsnSerAsplleArgGlyAlaLeuAspSer
lleThrLysTyrPheGInMetSerl euGluAlaGluGluArgValAsnAlaSerThrThr
GluProAsnSerThrValGluGInSerAlaLeuMetArgAspArgValGluAspValMet
MetGluArgGluSerGInPheLysGluLysGInGluGluGInAlaArgLeul euAspGlu
LeuAlaGlyLysLeuGInSerLeuAsplLeuSerAlaAlaAlaGluMetThrCysGlyThr
ProProGlyAlaSerCysSerGluThrGluCysGlyGlyProAsnCysArgThrAspGlu
GlyGluArgLysCysGlyGlyProGlyCysGlyGlylLeuValThrValAlaHisAsnAla
TrpGinLysAlaMetAspLeuAspGInAspVallLeuSerAlalLeuAlaGluValGluGln
LeuSerLysMetValSerGluAlaLysLeuArgAlaAspGluAlaLysGInSerAlaGlu
AsplleLeuLeuLysThrAsnAlaThrLysGluLysMetAspLysSerAsnGluGlulLeu
ArgAsnLeulleLysGlInlleArgAsnPhelLeuThrGInAspSerAlaAsplLeuAspSer
lleGluAlaValAlaAsnGluValLeulLysMetGluMetProSerThrProGInGInLeu
GInAsnLeuThrGluAsplleArgGluArgValGluSerl.euSerGinValGluVallle
LeuGInHisSerAlaAlaAsplieAlaArgAlaGluMetLeul.euGluGluAlalL ysArg
AlaSerLysSerAlaThrAspValLysValThrAlaAspMetValLysGluAlaLeuGlu
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GluAlaGluLysAlaGInValAlaAlaGluLysAlalleLysGlnAlaAspGluAsplle
GInGlyThrGInAsnLeuLeuThrSerlleGluSerGluThrAlaAlaSerGluGIuThr
LeuPheAsnAlaSerGInArglleSerGluLeuGluArgAsnValGluGluLeulLysArg
LysAlaAlaGIinAsnSerGlyGluAlaGluTyrlleGluLysValValTyrThrValLys
GInSerAlaGluAspVallLysLysThrLeuAspGlyGluLeuAspGluLysTyrLysLys
ValGluAsnLeulleAlaLysLysThrGluGluSerAlaAspAlaArgArgLysAlaGlu
Metl.euGInAsnGluAlalLysThrLeulLeuAlaGinAlaAsnSerLysLeuGlinLeulLeu
LysAspLeuGluArgLysTyrGluAspAsnGInArgTyrleuGluAspLysAlaGInGlu
LeuAlaArgLeuGluGlyGluValArgSerl_euLeulLysAsplleSerGlnLysValAla
ValTyrSerThrCysLeu

SEQ ID No 5: Cadena beta 2 de la laminina humana

MetGluLeuThrSerArgGluArgGlyArgGlyGInProLeuProTrpGluLeuArgLeu
GlyLeuLeuleuSerValLeuAlaAlaThrLeuAlaGlnAlaProAlaProAspValPro
GlyCysSerArgGlySerCysTyrProAlaThrGlyAspLeuleuValGlyArgAlaAsp
ArgLeuThrAlaSerSerThrCysGlyLeuAsnGlyProGInProTyrCyslleValSer
HisLeuGInAspGluLysLysCysPhel.euCysAspSerArgArgProPheSerAlaArg
AspAsnProHisSerHisArglleGInAsnValValThrSerPheAlaProGInArgArg
AlaAlaTrpTrpGInSerGluAsnGlylleProAlaValThrlleGInLeuAspLeuGlu
AlaGluPheHisPheThrHisLeulleMetThrPhelysThrPheArgProAlaAlaMet
LeuValGluArgSerAlaAspPheGlyArgThrTrpHisValTyrArgTyrPheSerTyr
AspCysGlyAlaAspPheProGlyVaiProLeuAlaProProArgHisTrpAspAspVal
ValCysGluSerArgTyrSerGlulleGluProSerThrGluGlyGluVallle TyrArg

VallLeuAspProAlalleProlleProAspProTyrSerSerArglleGInAsnLeulLeu
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LyslleThrAsnLeuArgValAsnLeuThrArgLeuHisThrLeuGlyAspAsnLeul.eu
AspProArgArgGlulleArgGluLysTyrTyrTyrAlaLeuTyrGluLeuValValArg
GlyAsnCysPheCysTyrGlyHisAlaSerGluCysAlaProAlaProGlyAlaProAla
HisAlaGluGlyMetValHisGlyAlaCyslleCysLysHisAsnThrArgGlyLeuAsn
CysGluGInCysGlInAspPheTyrArgAspLeuProTrpArgProAlaGluAspGlyHis
SerHisAlaCysArgLysCysGluCysHisGlyHisThrHisSerCysHisPheAspMet
AlaValTyrLeuAlaSerGlyAsnValSerGlyGlyValCysAspGlyCysGinHisAsn
ThrAlaGlyArgHisCysGluLeuCysArgProPhePheTyrArgAspProThrLysAsp
LeuArgAspProAlaValCysArgSerCysAspCysAspProMetGlySerGInAspGly
GlyArgCysAspSerHisAspAspProAlaLeuGlyLeuValSerGlyGInCysArgCys
LysGluHisValValGlyThrArgCysGInGInCysArgAspGlyPhePheGlyLeuSer
lleSerAspArgLeuGlyCysArgArgCysGInCysAsnAlaArgGlyThrValProGly
SerThrProCysAspProAsnSerGlySerCysTyrCysLysArgLeuValThrGlyArg
GlyCysAspArgCysLeuProGlyHisTrpGlyLeuSerHisAspleulLeuGlyCysArg
ProCysAspCysAspValGlyGlyAlaLeuAspProGInCysAspGluGlyThrGlyGin
CysHisCysArgGInHisMetValGlyArgArgCysGluGInValGInProGly TyrPhe
ArgProPhelLeuAspHisLeulleTrpGluAlaGluAspThrArgGlyGInValLeuAsp
ValValGluArgLeuValThrProGlyGluThrProSerTrpThrGlySerGlyPheVal
ArglLeuGInGluGlyGInThrLeuGluPheLeuValAlaSerValProLysAlaMetAsp
TyrAspLeulLeuleuArgLeuGluProGInValProGluGInTrpAlaGluLeuGluLeu

lleValGInArgProGlyProValProAlaHisSerLeuCysGlyHisLeuValProlLys
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AspAspArglleGInGlyThrLeuGInProHisAlaArgTyrLeullePheProAsnPro
ValCysLeuGluProGlylleSerTyrLyslLeuHisLeulLysLeuValArgThrGlyGly
SerAlaGInProGiuThrProTyrSerGlyProGlylLeulLeulleAspSerlLeuVallLeu
LeuProArgValLeuValLeuGluMetPheSerGlyGlyAspAlaAlaAlalLeuGluArg
GInAlaThrPheGluArgTyrGInCysHisGluGluGlyLeuValProSerlLysThrSer
ProSerGluAlaCysAlaProLeuleulleSerLeuSerThrleulleTyrAsnGlyAla
LeuProCysGinCysAsnProGInGlySerLeuSerSerGluCysAsnProHisGlyGly
GInCysLeuCysLysProGlyValValGlyArgArgCysAspLeuCysAlaProGlyTyr
TyrGlyPheGlyProThrGlyCysGinAlaCysGInCysSerHisGluGlyAlalLeuSer
SerLeuCysGluLysThrSerGlyGInCysLeuCysArgThrGlyAlaPheGlyLeuArg
CysAspArgCysGinArgGlyGInTrpGlyPheProSerCysArgProCysValCysAsn
GlyHisAlaAspGluCysAsnThrHisThrGlyAlaCysLeuGlyCysArgAspHisThr
GlyGlyGluHisCysGluArgCyslieAlaGlyPheHisGlyAspProArglLeuProTyr
GlyGlyGInCysArgProCysProCysProGluGlyProGlySerGInArgHisPheAla
ThrSerCysHisGInAspGluTyrSerGInGlinlleValCysHisCysArgAlaGlyTyr
ThrGlyLeuArgCysGluAlaCysAlaProGlyHisPheGlyAspProSerArgProGly
GlyArgCysGlinLeuCysGluCysSerGlyAsnlleAspProMetAspProAspAlaCys
AspProHisThrGlyGInCysLeuArgCysLeuHisHisThrGluGlyProHisCysAla
HisCysLysProGlyPheHisGlyGInAlaAlaArgGInSerCysHisArgCysThrCys
AsnLeulLeuGlyThrAsnProGInGInCysProSerProAspGInCysHisCysAspPro

SerSerGlyGInCysProCysLeuProAsnValGInGlyProSerCysAspArgCysAla
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ProAsnPheTrpAsnLeuThrSerGlyHisGlyCysGInProCysAlaCysHisProSer
ArgAlaArgGlyProThrCysAsnGluPheThrGlyGInCysHisCysArgAlaGlyPhe
GlyGlyArgThrCysSerGluCysGInGluLeuHisTrpGlyAspProGlyLeuGInCys
HisAlaCysAspCysAspSerArgGlylleAspThrProGInCysHisArgPheThrGly
HisCysSerCysArgProGlyValSerGlyValArgCysAspGInCysAlaArgGlyPhe
SerGlyllePheProAlaCysHisProCysHisAlaCysPheGlyAspTrpAspArgVal
ValGInAspLeuAlaAlaArgThrGInArgLeuGluGlinArgAlaGInGluLeuGInGIn
ThrGlyValLeuGlyAlaPheGluSerSerPheTrpHisMetGInGluLysLeuGlylle
ValGInGlylleValGlyAlaArgAsnThrSerAlaAlaSerThrAlaGlnLeuValGlu
AlaThrGluGluLeuArgArgGlulleGlyGluAlaThrGluHisLeuThrGInLeuGlu
AlaAsplLeuThrAspValGInAspGluAsnPheAsnAlaAsnHisAlaLeuSerGlyLeu
GluArgAspArgLeuAlalLeuAsnLeuThrLeuArgGInLeuAspGInHisLeuAspLeu
LeuLysHisSerAsnPhelLeuGlyAlaTyrAspSerlleArgHisAlaHisSerGInSer
AlaGluAiaGluArgArgAlaAsnThrSerAlal.euAlaValProSerProValSerAsn
SerAlaSerAlaArgHisArg ThrGluAlal.euMetAspAlaGinLysGluAspPheAsn
SerLysHisMetAlaAsnGInArgAlaleuGlyLyslL euSerAlaHisThrHisThrLeu
SerLeuThrAsplieAsnGluLeuValCysGlyAlaProGlyAspAlaProCysAlaThr
SerProCysGlyGlyAlaGlyCysArgAspGluAspGlyGinProArgCysGlyGlyLeu
SerCysAsnGlyAlaAlaAlaThrAlaAspLeuAlaLeuGlyArgAlaArgHisThrGin
AlaGluLeuGInArgAlaLeuAlaGluGlyGlySerlleLeuSerArgValAlaGluThr

ArgArgGlInAlaSerGluAlaGInGInArgAlaGinAlaAlaLeuAspLysAlaAsnAla

44



ES 2777932 T3

SerArgGlyGInValGluGInAlaAsnGInGluLeuGInGluLeulleGInSerValLys
AspPhelLeuAsnGInGluGlyAlaAspProAspSerlleGluMetValAlaThrArgVal
LeuGluLeuSerlleProAlaSerAlaGluGinlleGInHisLeuAlaGlyAlalleAla
GluArgValArgSerlLeuAlaAspValAspAlalleLeuAlaArgThrValGlyAspVal
ArgArgAlaGluGinLeuLeuGInAspAlaArgArgAlaArgSerTrpAlaGluAspGlu
LysGinLysAlaGluThrValGInAlaAlaLeuGluGluAlaGInArgAlaGInGlylle
AlaGInGlyAlalleArgGlyAlaValAlaAspThrArgAspThrGluGInThrLeuTyr
GInValGinGluArgMetAlaGlyAlaGluArgAlalLeuSerSerAlaGlyGluArgAla
ArgGlinLeuAspAlalLeul euGluAlaLeulLysLeulLysArgAiaGlyAsnSerLeuAla
AlaSerThrAlaGluGluThrAlaGlySerAlaGInGlyArgAlaGInGluAlaGluGIn
LeuLeuArgGlyProLeuGlyAspGInTyrGInThrValLysAlaLeuAlaGluArgLys
AlaGInGlyValLeuAlaAlaGInAlaArgAlaGluGInLeuArgAspGluAlaArgAsp
LeuLeuGInAlaAlaGInAspLysLeuGInArgLeuGInGlul.euGluGlyThrTyrGlu
GluAsnGluArgAlalLeuGluSerlLysAlaAlaGlInLeuAspGlyLeuGluAlaArgMet
ArgSerValLeuGInAlalleAsnLeuGinValGInlleTyrAsnThrCysGIn

LysSerSerTrpProGlyArgAlaProAsnLysProVal

SEQ ID No. 6: Cadena gamma 1 de la laminina humana

MetArgGlySerHisArgAlaAlaProAlaLeuArgProArgGlyArgLeuTrpProVal
LeuAlaValLeuAlaAlaAlaAlaAlaAlaGlyCysAlaGInAlaAlaMetAspGluCys

ThrAspGluGlyGlyArgProGInArgCysMetProGluPheValAsnAlaAlaPheAsn
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ValThrValValAlaThrAsnThrCysGlyThrProProGluGIluTyrCysValGInThr
GlyValThrGlyValThrLysSerCysHisLeuCysAspAlaGlyGInProHisLeuGIn
HisGlyAlaAlaPheLeuThrAspTyrAsnAsnGInAlaAspThrThrTrpTrpGInSer
GInThrMetLeuAlaGlyValGInTyrProSerSerlleAsnLeuThrLeuHisLeuGly
LysAlaPheAsplleThrTyrValArgLeuLysPheHisThrSerArgProGluSerPhe
AlalleTyrLysArgThrArgGluAspGlyProTrplleProTyrGInTyrTyrSerGly
SerCysGluAsnThrTyrSerLysAlaAsnArgGlyPhelleArgThrGlyGlyAspGlu
GInGlnAlaLeuCysThrAspGluPheSerAsplleSerProLeuThrGlyGlyAsnVal
AlaPheSerThrLeuGluGlyArgProSerAlaTyrAsnPheAspAsnSerProVallLeu
GInGluTrpValThrAlaThrAsplleArgValThrLeuAsnArgLeuAsnThrPheGly
AspGluValPheAsnAspProLysValLeuLysSerTyrTyrTyrAlalleSerAspPhe
AlaValGlyGlyArgCysLysCysAsnGlyHisAlaSerGluCysMetLysAsnGluPhe
AsplLysLeuValCysAsnCysLysHisAsnThrTyrGlyValAspCysGluLysCysLeu
ProPhePheAsnAspArgProTrpArgArgAlaThrAlaGluSerAlaSerGluCyslLeu
ProCysAspCysAsnGlyArgSerGInGluCysTyrPheAspProGluLeuTyrArgSer
ThrGlyHisGlyGlyHisCys ThrAsnCysGInAspAsnThrAspGlyAlaHisCysGlu
ArgCysArgGluAsnPhePheArglLeuGlyAsnAsnGluAlaCysSerSerCysHisCys
SerProValGlySerLeuSerThrGInCysAspSerTyrGlyArgCysSerCysLysPro
GlyValMetGlyAspLysCysAspArgCysGInProGlyPheHisSerLeuThrGluAla
GlyCysArgProCysSerCysAspProSerGlySerlleAspGluCysAsnileGluThr

GlyArgCysValCysLysAspAsnValGluGlyPheAsnCysGluArgCysLysProGly
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PhePheAsnLeuGluSerSerAsnProArgGlyCysThrProCysPheCysPheGlyHis
SerSerValCysThrAsnAlaValGlyTyrSerValTyrSerlleSerSerThrPheGin
lleAspGluAspGlyTrpArgAlaGluGinArgAspGlySerGluAlaSerLeuGluTrp
SerSerGluArgGInAsplleAlaVallleSerAspSerTyrPheProArgTyrPhelle
AlaProAlaLysPhelLeuGlyLysGInVaiLeuSerTyrGlyGInAsnLeuSerPheSer
PheArgValAspArgArgAspThrArglLeuSerAlaGluAspLeuVallLeuGluGlyAla
GlyLeuArgValSerValProlLeulleAlaGInGlyAsnSerTyrProSerGluThrThr
ValLysTyrValPheArglLeuHisGluAlaThrAspTyrProTrpArgProAiaLeuThr
ProPheGluPheGlInLyslLeuLeuAsnAsnLeuThrSerlleLyslieArgGlyThrTyr
SerGluArgSerAlaGlyTyrLeuAspAspValThrLeuAlaSerAlaArgProGlyPro
GlyValProAlaThrTrpValGluSerCysThrCysProValGlyTyrGlyGlyGinPhe
CysGluMetCyslL euSerGlyTyrArgArgGluThrProAsnLeuGlyProTyrSerPro
CysValLeuCysAlaCysAsnGlyHisSerGluThrCysAspProGluThrGlyValCys
AsnCysArgAspAsnThrAlaGlyProHisCysGluLysCysSerAspGlyTyrTyrGly
AspSerThrAlaGlyThrSerSerAspCysGInProCysProCysProGlyGlySerSer
CysAlaValValProLysThrLysGluValValCysThrAsnCysProThrGlyThrThr
GlyLysArgCysGluLeuCysAspAspGlyTyrPheGlyAspProlLeuGlyArgAsnGly
ProValArgLeuCysArgLeuCysGInCysSerAspAsnlieAspProAsnAlaValGly
AsnCysAsnArgLeuThrGlyGluCysLeulLysCyslleTyrAsnThrAlaGlyPheTyr
CysAspArgCysLysAspGlyPhePheGlyAsnProLeuAlaProAsnProAlaAsplLys

CysLysAlaCysAsnCysAsnLeuTyrGlyThrMetLysGInGInSerSerCysAsnPro
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ValThrGlyGInCysGluCysLeuProHisValThrGlyGInAspCysGlyAlaCysAsp
ProGlyPheTyrAsnLeuGInSerGlyGInGlyCysGluArgCysAspCysHisAlalLeu
GlySerThrAsnGlyGInCysAsplleArgThrGlyGInCysGluCysGInProGilylle
ThrGlyGInHisCysGluArgCysGluValAsnHisPheGlyPheGlyProGluGlyCys
LysProCysAspCysHisProGluGlySerLeuSerLeuGInCyslLysAspAspGlyArg
CysGluCysArgGluGlyPheValGlyAsnArgCysAspGInCysGluGluAsnTyrPhe
TyrAsnArgSerTrpProGlyCysGInGluCysProAlaCysTyrArgLeuValLysAsp
LysValAlaAspHisArgValLysLeuGInGluLeuGluSerlLeulleAlaAsnLeuGly
ThrGlyAspGluMetValThrAspGlnAlaPheGluAspArgLeulLysGluAlaGluArg
GluValMetAspLeulLeuArgGluAlaGInAspVallLysAspValAspGIinAsnLeuMet
AspArgLeuGInArgValAsnAsnThrLeuSerSerGinlleSerArgLeuGinAsnlle
ArgAsnThrileGluGIluThrGlyAsnLeuAlaGluGlnAlaArgAlaHisValGluAsn
ThrGluArgLeulleGlulleAlaSerArgGluLeuGluLysAlalysValAlaAlaAla
AsnValSerValThrGInProGluSerThrGlyAspProAsnAsnMetThrLeuLeuAla
GluGluAlaArgLysLeuAlaGluArgHisLysGInGluAlaAspAsplleValArgVal
AlaLysThrAlaAsnAspThrSerThrGluAlaTyrAsnLeulLeuleuArgThrLeuAla
GlyGluAsnGInThrAlaPheGlulleGluGluLeuAsnArgLysTyrGluGInAlaLys
AsnlleSerGInAspLeuGluLysGinAlaAlaArgValHisGluGluAlaLysArgAla
GlyAspLysAlaValGlulleTyrAlaSerValAlaGInLeuSerProLeuAspSerGlu
ThrLeuGluAsnGluAlaAsnAsnlleLysMetGluAlaGluAsnLeuGluGlinLeulle

AspGlInLysLeuLysAspTyrGluAspLeuArgGluAspMetArgGlyLysGluLeuGlu
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ValLysAsnLeulLeuGluLysGlyLysThrGluGInGinThrAlaAspGInLeulLeuAla
ArgAlaAspAlaAlaLysAlal euAlaGluGluAlaAlaLysLysGlyArgAspThrLeu
GInGluAlaAsnAsplleLeuAsnAsnLeulysAspPheAspArgArgValAsnAspAsn
LysThrAlaAlaGluGluAlaLeuArgLyslleProAlalleAsnGInThrlleThrGlu
AlaAsnGluLysThrArgGluAlaGInGInAlaLeuGlySerAlaAlaAlaAspAlaThr
GluAlaLysAsnLysAlaHisGluAlaGluArglleAlaSerAlaValGlnLysAsnAla
ThrSerThrLysAlaGluAlaGluArgThrPheAlaGluValThrAspLeuAspAsnGlu
ValAsnAsnMetleuLysGinLeuGInGluAlaGluLysGluLeuLysArgLysGInAsp
AspAlaAspGInAspMetMetMetAlaGlyMetAlaSerGinAlaAlaGInGluAlaGiu
lleAsnAlaArgLysAlaLysAsnSerValThrSerLeulLeuSerllelleAsnAsplLeu
LeuGIuGInLeuGlyGInLeuAspThrValAspLeuAsnLysLeuAsnGlulleGluGly
ThrLeuAsnLysAlaLysAspGluMetLysValSerAspLeuAspArgLysValSerAsp
LeuGluAsnGluAlaLysLysGInGluAlaAlalleMetAspTyrAsnArgAsplleGlu
GlulleMetLysAsplleArgAsnLeuGluAsplleArgLysThrLeuProSerGlyCys

PheAsnThrProSerlleGluLysPro
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REIVINDICACIONES
Método para derivar una célula Isl1* multipotente, que comprende la etapa de:

(i) cultivar una célula mesenquimatosa en presencia de al menos una laminina que comprende una
cadena o5, y en un medio que comprende al menos un agente que activa la ruta candnica de Wnt.

Método segun la reivindicaciéon 1, en el que la célula mesenquimatosa es una célula cardiaca
mesenquimatosa, una célula madre embrionaria o fetal, una célula madre de sangre de cord6n umbilical,
una célula de médula 6sea y/o una célula madre amniética.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el al menos un agente que activa
la ruta canénica de Wnt se selecciona del grupo que comprende Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8, Wnt-8b, y cualquier
combinacioén de las mismas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que una segunda etapa (ii)
comprende ademas expandir la poblacion de células Isl1™.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una etapa de
diferenciacién, en el que la etapa de diferenciacion comprende cultivar la célula Isl1™ en presencia de al
menos una laminina seleccionada del grupo que comprende laminina 111, laminina 211, laminina 221, y
cualquier combinacion de las mismas.

Método de autorrenovacion de una célula Isl1™ multipotente, que comprende las etapas de:

(i) cultivar una célula Isl1™ en presencia de al menos una laminina que comprende una cadena
a5, y en un medio que comprende al menos un agente que activa la ruta canénica de Wnt; v,

(i) mantener y/o expandir células que pueden obtenerse a partir de la etapa (i) en cultivo.

Uso de una combinacion de al menos una laminina que comprende una cadena a5 y al menos un agente
que activa la ruta canonica de Wnt, para derivar una célula Isl1* multipotente.
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